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(57) Abstract 



The invention concerns a complex between at least a (negatively charged) nucleic acid and at least a positively charged polymeric 
conjugate, the bond between the nucleic acid and the polymeric conjugate being electrostatic in nature, the polymeric conjugate containing 
a polymer formed by monomer units bearing free NH3 + functions, and being such that: the free NH3 + functions of said monomer units 
are substituted in a ratio of at least 10 % by residues causing in weak acid medium destabilisation of cell membranes, in particular the 
endocytosis vesicle membrane, and/or endosomes; said residues having further the following properties: they comprise a functional group 
for being fixed to said polymer, they are not active as recognition signal identified by a cell membrane receptor, they can comprise at least 
one free NH3 + function; said uncharged residues having further the following properties: they comprise at least a hydroxyl group, they are 
not active as recognition signal identified by a cell membrane receptor, the hydroxyl groups of said uncharged residues being capable of 
being substituted by at least a molecule which constitutes a recognition signal identified by a cell membrane receptor, with reservation that 
the whole set of free NH3+ functions is at least 30 % of the number of monomer units of the polymeric network of said polymeric conjugate. 

(57) Abrege 

L* invention concerne un complexe entre au moins un acide nucl6ique (charg6 n6gativement) et au moins un conjugue* polymerique 
charg6 positivement, la liaison entre 1' acide nuclelque et le conjugue" polym6rique 6tant de nature 61ectrostatique, le conjugue* polymerique 
contenant un polymere forme' de motifs monomeres portant des fonctions NH3 + libres, et 6tant tel que: les fonctions NH3 + libres des 
susdits motifs monomeres sont substitudes dans un rapport d'au moins 10 %, par des r^sidus entramant en milieu faiblement acide une 
destabilisation des membranes cellulaires, notamment la membrane des vdsicules d'endocytose, et/ou des endosomes; les susdits r6sidus 
posseclant en outre les propri6t6s suivantes: ils component un groupe fonctionnel leur permettant d'etre fixes au susdit polymere; ils ne sont 
pas actifs en tant que signal de reconnaissance reconnu par un recepteur membranaire cellulaire; ils peuvent comporter au moins une fonction 
NH3 4 * libre; les susdits r6sidus non charges poss6dant en outre les propri£t6s suivantes: ils comportent au moins un group hydroxyle; ils ne 
sont pas actifs en tant que signal de reconnaissance reconnu par un recepteur membranaire cellulaire; les groupes hydroxyles des susdits 
r6sidus non charg6s pouvant etre substitu6s par au moins une mol6cule qui constitue un signal de reconnaissance reconnu par un recepteur 
membranaire cellulaire, sous reserve que l'ensemble des fonctions NH3 + libres soit d'au moins 30 % du nombre des motifs monomeres du 
squelette polym6rique du susdit conjugu6 polym6rique. 
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NOUVEAUX COMPLEXES POLYMER IQUES POUR LA TRANSFECTION D'ACIDES NUCLEIQUES AVEC DES 
RESIDUS DESTABILISANT DES MEMBRANES CELLULAIRES 

L' invention a pour objet de nouveaux complexes d'acides nucleiques et de 
polymere substitue par des residus entrainant la destabilisation des membranes 
cellulaires. 

L' introduction d'un gene etranger dans une cellule est la base de la 
therapie genique. Le transfer! de genes peut etre obtenu en utilisant soit un 
materiel viral modifie (virus de la vaccine, retrovirus, adenovirus ou virus de 
1' herpes), soit en utilisant des vecteurs non viraux (lipides cationiques, 
liposomes). Les premiers bien qu'efficaces, presentent des problemes de 
securite. Pour les derniers, Tefficacite est fortement diminuee en presence de 
serum et de ce fait leur utilisation est restreinte a I'm vitro ou a Tex vivo. 

La polylysine qui peut former des complexes electrostatiques stables avec 
un ADN plasmidique est a la base du developpement de vecteurs non viraux 
pour transferer des genes dans des cellules animales. 

Les complexes d'ADN et de polylysine non substitute ne sont 
generalement pas efficaces pour transfecter des cellules du fait de la tres grande 
stabilite des complexes (done dissociation et relargage de l'ADN faibles) dans 
les conditions physiologiques par suite d f une tres grande cooperativite des 
interactions polycation-polyanion. 

L'efficacite de transfection peut etre amelioree lorsque le nombre de 
charges present sur le polypeptide est diminue afin de reduire les forces 
d' interactions entre TADN et la polylysine. Par exemple, lorsque 40% des 
fonctions e-NH3 + des residus lysine de la polylysine sont partiellement 
neutralisees par des derives polyhydroxyalcanoyles tels que la 8-gluconolactone, 
les complexes ADN/polylysine partiellement gluconoylee sont plus efficaces que 
les complexes ADN/polylysine pour transfecter les cellules. 

La polylysine peut etre substitute par des ligands specifiques de recepteurs 
presents a la surface des cellules et capables d'induire une endocytose specifique 
des complexes avec un ADN plasmidique par des cellules cibles. 

Des conjugues obtenus en substituant de la polylysine par 
Tasialoorosomucoide, la transferrine, Tinsuline, des immunoglobulines et des 
facteurs de croissance ont ete proposes comme vecteurs guides de plasmides. 
Cependant, ces ligands proteiques rendent les complexes tres immunogeniques. 

La polylysine peut etre substitute par des ligands de petite masse 
moleculaire moins immunogenes tels que des osides et oligosides reconnus par 
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des recepteurs membranaires specifiques (lectines membranaires) a la surface 
des cellules cibles. La polylysine glycosylee a ete proposee comme vecteurs non 
viraux parfaitement definis pour transferer des genes. 

De nombreuses cellules animates possedent des lectines membranaires qui 
5 reconnaissent des oligosides de structures variees et qui induisent l'endocytose 

de leurs ligands. Par exemple, la lectine membranaire des cellules du 
parenchyme hepatique reconnait des structures glucidiques comportant un residu 
galactose en position terminale, ce qui est le cas des glycoproteins seriques 
desialylees. La specificite des lectines membranaires depend du type cellulaire et 

10 de l'etat de differenciation des cellules. 

L'efficacite de la transfection des complexes ADN/polylysine glycosylee 
depend du taux de substitution de la polylysine par des osides : les transfections 
les plus efficaces sont obtenues lorsque 30 a 40% des fonctions 8-NH3" 1 " des 
residus lysine de la polylysine sont substitutes par des mono- ou des 

15 dissacharides. 

Dans le brevet fran?ais n° 2,719,316, il a ete montre que l'utilisation de la 
polylysine partiellement gluconoylee comportant un nombre des charges 
positives deja reduit permet d ! abaisser d'un facteur 5 a 10 le nombre d'osides 
qu f il est necessaire de fixer sur le polymere pour obtenir une bonne efficacite de 

20 transfection des complexes ADN/polylysine glycosylee et gluconoylee. 

L f utilisation de la polylysine partiellement gluconoylee permet d f augmenter la 
solubilite des complexes et de reduire leur taille aux environs de 50 nm. 

Le transport des plasmides par des vecteurs non viraux susceptibles d'etre 
reconnus specifiquement par des composes de la membrane plasmique des 

25 cellules releve d'une demarche imitant le mecanisme d* entree du materiel 

genetique viral dans une cellule. Dans tous les cas decrits, les complexes 
ADN/polymere polycationique sont entraines dans des vesicules d'endocytose, 
dans des endosomes et probablement dans d'autres compartiments 
intracellulaires plus profonds, eloignes de la membrane plasmique. 

30 Le passage transmembranaire de TADN plasmidique est de ce fait une 

etape critique vis a vis de la liberation dudit ADN dans le cytosol pour son 
passage dans le noyau, ou le gene sera exprime. 

Dans tous les cas decrits, des auxiliaires de passage transmembranaire sont 
utilises pour favoriser le passage de l'ADN dans le cytosol. II s f agit : 

35 - de la chloroquine 

- d' adenovirus defectifs 

- des peptides permeabilisants et/ou fusiogenes 
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a) La chloroquine est une base faible utilisee a 50 ou 100 en 
culture in vitro, pour certaines cellules ces concentrations sont toxiques. La 
chloroquine, qui est permeante traverse la membrane et s'accumule dans les 
compartiments acides, parce qu'elle comporte des amines de faible pK qui 
captent des protons ; la chloroquine protonee est cationique et moins permeante. 
L ! acidification des endosomes et des lysosomes est due a une enzyme 
membranaire qui injecte des H + a partir du cytosol, dans les vesicules ; pour 
retablir l'electroneutralite cette accumulation de proton s ! accompagne d'une 
entree d'ions chlorure C1-. Au fur et a mesure que la chloroquine s'accumule, 
les protons et les chlorures s'accumulent egalement, ce qui provoque une 
augmentation de la force ionique intravesiculaire qui induit l'arrivee d'eau, d'ou 
le gonflement des vesicules et leur destabilisation. La concentration 
intracellulaire de la chloroquine peut etre plus de 100 fois superieure a sa 
concentration dans le milieu, apres quelques heures. Elle peut done depasser 
10 mM. Ce phenomene est comparable a ce qui se passe chez les personnes qui 
utilisent une dose quotidienne de 300 mg de chloroquine par jour. Apres 
quelques jours, la concentration plasmatique est aux environs de 0,7 fxM, la 
concentration tissulaire est 200 a 700 fois plus elevee, soit 140 a 500 /xM. Et a 
l'interieur des cellules, les compartiments acides peuvent atteindre des 
concentrations plusieurs dizaines de fois plus fortes. On sait par ailleurs que des 
concentrations 10 mM de chloroquine (concentration obtenue apres quelques 
heures en ay ant utilise une concentration initiate de chloroquine de 100 /xM) 
favorise la dissociation des complexes ADN/poly lysine. 

La chloroquine en association avec les complexes ADN/polylysine dans le 
transfer! de gene n'est utilisable que dans des applications in vitro ou ex vivo du 
fait de sa toxicite et de sa rapide dilution apres injection chez l'individu. En 
effet, in vivo, pour atteindre les concentrations elevees citees ci-dessus, il faut 
plusieurs jours. Or il a ete montre in vitro que dans les cellules pretraitees a la 
chloroquine, Texpression des genes transferes etait tres faible. En outre, si la 
chloroquine est ajoutee plus de trois heures apres 1' incubation des cellules en 
presence des complexes, la transfection est tres faible. C'est pour ces raisons 
que la chloroquine, qui est un tres bon auxiliaire in vitro, n f est pas efficace in 
vivo. 

b) Les proprietes fusiogenes en milieu acide des particules d 1 adenovirus 
defectifs sont utilisees pour favoriser le passage de l'ADN dans le cytosol a 
partir des vesicules d'endocytose. Les adenovirus possedent des proteines de 
fusion actives en milieu legerement acide. Les adenovirus defectifs peuvent etre 
utilises libres ou fixes aux complexes ADN/polylysine. 
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L'utilisation de particules virales meme defectives pose cependant des 
problemes de securite. Les adenovirus induisent une tres forte reponse immune 
apres injection avec les complexes. 

c) Des peptides permeabilisants et/ou fusiogenes en milieu legerement 
acide sont utilises comme auxiliaires pour favoriser le passage de l'ADN dans le 
cytosol. II s'agit principalement de peptides de 20 acides amines derivant des 
proteines de fusion de virus comme par exemple le peptide TV-terminal de la sous 
unite HA2 de l'hemagglutinine du virus de la grippe, ou de peptides 
synthetiques tels que le GALA, un oligomere contenant plusieurs unites de 
repetition Glu- Ala-Leu- Ala. Ces peptides sont utilises le plus souvent a Tetat 
libre (c'est-a-dire non fixes covalemment) avec les complexes ADN/poly lysine. 
L'efficacite des peptides est fortement diminuee en presence de serum dans les 
milieu de culture cellulaire ce qui restreint leur utilisation aux experiences in 
vitro ou au ex vivo. Certains peptides fixes covalemment aux complexes 
ADN/polylysine sont encore efficaces pour favoriser le passage 
transmembranaire de l'ADN, d'autres perdent leur pouvoir permeabilisant apres 
fixation. 

On sait, par ailleurs, qu'il existe d'autres molecules capables de 
destabiliser des membranes et en particulier des molecules contenant le noyau 
imidazole de rhistidine (pK = 6,04) qui en se protonant en milieu legerement 
acide devient cationique. La polyhistidine possede des proprietes fusiogenes et 
permeabilisantes vis-a-vis des bicouches lipidiques. A pH <6, la polyhistidine 
adopte une structure en helice a (Norland K.S. et aL (1963) Biopolymersi:277- 
278 ; Beychok S. et aL (1965) J. Amer. Chem. Soc. 87:3990-3991). II a ete 
montre que la polyhistidine en milieu legerement acide est un polycation qui 
agrege des liposomes charges negativement et induit leur fusion (Wang C.-Y. et 
Huang L. (1984) Polyhistidine mediates an acid-dependent fusion of negatively 
charged liposomes. Biochemistry 23:4409-4416 ; Uster P.S. et Deatner D.W. 
(1985) pH-dependent fusion of liposomes using titrable polycations. 
Biochemistry 24:8-14). 

On sait qu'un polymere synthetique (la cetylacetyl(imidazol-4- 
ylmethyl)polyethyleimine) a pH legerement acide induit la fusion de liposomes 
(Oku N. et aL (1987) Low pH induced membrane fusion of lipid vesicles 
containing proton-sensitive polymer. Biochemistry 26:8145-8150). 

On sait egalement qu'un polymere neutre hydrosoluble substitue par des 
residus histidyle (utilise a la place de la polyhistidine tres peu soluble en milieu 
aqueux) interagit uniquement en milieu legerement acide avec un polyanion tel 
que 1' acide polyaspartique et est capable de permeabiliser la membrane 
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plasmique des cellules dans un test de cytometric en flux en utilisant le bromure 
d'ethidium comme marqueur (Midoux et aL, 1995). 

Des resultats preliminaires ont montre que la polyhistidine (tres peu 
soluble en milieu aqueux a pH neutre) ne peut etre utilisee pour transfecter des 
5 cellules car n'etant pas un polycation a pH neutre, elle n'est pas capable de 

former avec de T ADN des complexes stables ay ant une solubilite suffisante pour 
pouvoir etre utilise a pH neutre, en particulier a pH 7,4, le pH du plasma. 

L' invention a pour objet de nouveaux complexes d'acide nucleique et de 
polymere substitue susceptibles de transfecter plusieurs types cellulaires. 
10 L' invention a pour objet un nouveau type de polymere cationique 

comprenant, outre les charges positives du polymere, des substituants favorisant 
le passage transmembranaire de l'acide nucleique transports et, le cas echeant, 
des substituants agissant en tant que signaux de reconnaissance. Les substituants 
favorisant le passage transmembranaire sont lies au polymere et sont des derives 
15 qui ne sont pas cationiques en milieu legerement alcalin, mais le deviennent en 

milieu neutre et en milieu acide. 

L'invention a pour objet de nouveaux complexes d'acide nucleique et de 
polymere substitue susceptibles de favoriser le passage transmembranaire de 
l'ADN apres endocytose des complexes. 
20 L'invention a pour objet de nouveaux complexes d'acide nucleique et de 

polymere substitue ne presentant pas de signaux de reconnaissance reconnus par 
des recepteurs membranaires a la surface des cellules. 

L'invention a pour objet de nouveaux complexes d'acide nucleique et de 
polymere substitue presentant en outre des signaux de reconnaissance reconnus 
25 par des recepteurs membranaires a la surface des cellules, conferant un caractere 

selectif de la transfection vis-a-vis de differents types cellulaires. 

L'invention a pour objet un precede de transfection specifique in vitro et in 

vivo. 

L'invention a pour objet de nouveaux conjugues de polylysine substitute 
30 ne presentant pas de signaux de reconnaissance reconnus par des recepteurs 

membranaires a la surface des cellules, susceptibles d'etre complexes a un acide 
nucleique en vue de la transfection d'une cellule. 

L'invention a egalement pour objet de nouveaux conjugues de polylysine 
presentant en outre des signaux de reconnaissance reconnus par des recepteurs 
35 membranaires a la surface des cellules, susceptibles d'etre complexes a un acide 

nucleique en vue de la transfection selective d'une cellule. 

L'interet de l'invention est que ces nouveaux complexes d'acide nucleique 
et de polymere sont susceptibles de transfecter les cellules en 1' absence 
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d'auxiliaires de passage transmembranaire (chloroquine ou peptides 
permeabilisants et/ou fusiogenes). Ce sont ici les groupements faiblement 
basiques, protonables (cation) en milieu legerement acide, fixes sur le polymere 
qui jouent le role d'auxiliaires de passage transmembranaire. 

L'interet de 1' invention est que ces nouveaux complexes d' acide nucleique 
et de polymere substitue sont aussi ou plus efficaces sans auxiliaires de passage 
transmembranaire que les complexes d ! acide nucleique et de polymere non 
substitue ou substitue par des agents reduisant le nombre de charges du 
polymere (done son interaction avec 1' acide nucleique) en presence d'auxiliaires 
de passage transmembranaire. 

Dans le cas de la chloroquine et des peptides permeabilisants et/ou 
fusiogenes, ces derniers sont de petites molecules qui diffusent rapidement s'ils 
ne sont pas lies covalemment aux complexes d ! acide nucleique et de polymere 
substitue. 

L/interet de 1' invention est que ces nouveaux complexes d' acide nucleique 
et de polymere substitue sont aussi efficaces (voire plus efficaces) en presence de 
serum qu'en absence de serum pour transfecter les cellules 

Dans une de ses definitions les plus generates, T invention concerne un 
complexe entre au moins un acide nucleique (charge negativement) et au moins 
un conjugue polymerique charge positivement, la liaison entre 1' acide nucleique 
et le conjugue polymerique etant de nature electrostatique, le conjugue 
polymerique contenant un polymere forme de motifs monomeres portant des 
fonctions NH3 + libres, et etant tel que : 

- les fonctions NH3 + libres des susdits motifs monomeres sont substitutes 
dans un rapport d'au moins 10%, avantageusement d 1 environ 15% a environ 
45%, notamment de 35%, ce rapport etant determine par exemple par resonance 
magnetique nucleaire, par des residus protonables en milieu faiblement acide 
entrainant en milieu faiblement acide une destabilisation des membranes 
cellulaires, notamment la membrane des vesicules d'endocytose, et/ou des 
endosomes, 

- les susdits residus possedant en outre les proprietes suivantes : 

. ils comportent un groupe fonctionnel leur permettant d'etre fixes au 
susdit polymere, 

. ils ne sont pas actifs en tant que signal de reconnaissance reconnu 

par un recepteur membranaire cellulaire, 

. ils peuvent comporter au moins une fonction NH3+ libre, 

- les fonctions NH3"*" libres des susdits motifs monomeres pouvant etre 
egalement substitutes par des residus non charges entrainant une diminution des 
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charges positives par rapport au meme conjugue polymerique non substitue, 
facilitant le relargage de Tacide nucleique au cours de la dissociation du 
complexe, 

- les susdits residus non charges possedant en outre les proprietes 
5 suivantes: 

. ils comportent au moins un groupe hydroxyle, 

. ils ne sont pas actifs en tant que signal de reconnaissance reconnu 

par un recepteur membranaire cellulaire, 

- des molecules constituant un signal de reconnaissance reconnu par un 
10 recepteur membranaire cellulaire etant eventuellement presents : 

. soit par substitution de certaines des fonctions NH3 + libres des 
susdits motifs monomeres (par exemple 8-NH3+ de la lysine), 
. soit sur certains des susdits residus non charges entrainant une 
diminution de charge (par exemple gluconoyle), notamment sur les 
15 groupes hydroxy les des susdits residus, 

. soit sur certains des susdits residus entrainant une destabilisation 
des membranes cellulaires (par exemple imidazole acetyl), 
. soit par substitution de la fonction NH3+ eventuelle, libre des 
susdits residus entrainant une destabilisation des membranes 
20 cellulaires (par exemple histidine), 

sous reserve que l f ensemble des fonctions NH3 + libres soit d f au moins 30% du 
nombre des motifs monomeres du squelette polymerique du susdit conjugue 
polymerique. 

Par destabilisation des membranes, on entend une modification de la 
25 membrane qui conduit soit a T augmentation de sa permeabilite vis-a-vis de 

molecules de solute de faible masse moleculaire et eventuellement de haute 
masse moleculaire (y compris des acides nucleiques, des plasmides ou des 
complexes), soit a la fusion avec une autre membrane. 

La permeabilite membranaire peut etre mesuree par microscopie de 
30 fluorescence de la fagon suivante : 

Les cellules adherentes sont incubees a 37°C pendant 15 a 30 minutes avec 
0.5 ml de milieu de culture DMEM avec serum contenant 5 mg/ml de dextran 
(Mw 4000) marque avec de Tisothiocyanate de fluoresceine (FTC-Dextran) et un 
complexe ADN/polylysine histidylee. Les cellules sont ensuite lavees et 
35 incubees a 37 °C pendant 15 a 30 minutes avec du milieu de culture contenant 

10% de serum bovin foetal. Les cellules sont ensuite fixees pendant 5 minutes 
dans une solution de tampon phosphate salin contenant 4% de 
p-formaldehyde et la fluorescence est analysee avec un microscope de 
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fluorescence a plan confocal (MRC600 BioRad). En absence de permeabilisation 
membranaire, la fluorescence provenant du FTC-Dextran est localisee 
exclusivement dans des vesicules. En presence d'un agent de permeabilisation 
membranaire, la fluorescence provenant du FTC-Dextran est en outre observee 
5 de maniere diffuse dans le cytosol et le noyau des cellules. 

La fusion des membranes en presence de complexes ADN/polylysine 
histidylee se mesure facilement dans des systemes modeles tels que les 
liposomes en utilisant une methode de melange lipidique comme celle decrite 
dans Struck D.K. et al. (Use of resonance energy transfer to monitor membrane 

10 fusion. (1981) Biochemistry 20:4093-4099). Brievement, on utilise des 

liposomes constitues de dioleoyl-phosphatidylcholine (DPOC) ou sont inseres 
dans leur membrane du N-(7-nitrobez-2-oxa-l,3-diazol-4-yl)phosphatidyl 
ethanolamine (NBD-PE) et de roctadecylrhodamine (R18) comme marqueur 
fluorescent et des liposomes sans marqueurs fluorescents. On mesure la 

15 fluorescence du NBD (A.ex = 470 nm ; Xem = 530 nm) en absence et en 

presence de complexes ADN/polylysine histidylee a differents pH. La fusion des 
liposomes induit une diminution de la fluorescence du NBD par suite d'une 
diminution du transfert d'energie entre la rhodamine et le NBD. 

Ces nouveaux complexes d'acide nucleique et de poly mere substitue 

20 contenant des groupements faiblement basiques, protonables (cation) en milieu 

legerement acide en presence de serum, sont done mieux adaptes pour un 
transfert de genes in vivo que les complexes ADN/polylysine ou 
ADN/polylysine gluconoylee qui ne sont actifs qu'en presence d ! auxiliaries tels 
que la chloroquine ou des peptides fusiogenes et/ou permeabilisants. 

25 Les residus entrainent la destabilisation des membranes cellulaires grace a 

leur propriete d'etre protonables en milieu acide. 

Les residus entrainant la destabilisation des membranes cellulaires sont des 
capteurs de protons qui limitent 1' acidification des endosomes et, en 
consequence, defavorisent la fusion entre les endosomes tardifs et les liposomes. 

30 On rappelle que les lysosomes sont des vesicules contenant un grand nombre 

d ! hydrolases et que ces lysosomes sont tres efficaces pour degrader les 
macromolecules biologiques en general et les acides nucleiques en particulier. 

L f expression "milieu faiblement acide" designe un milieu dont le pH est 
inferieur a celui du plasma ou du serum, par exemple un pH inferieur a 7,4. 

35 L'expression selon laquelle les residus "ne sont pas actifs en tant que 

signal de reconnaissance reconnu par un recepteur membranaire cellulaire" 
signifie que, d'une part, a ce jour, il n'y a pas de recepteurs connus qui soient 
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specifiques de ces residus et, d* autre part, que ces residus ne sont pas utilises en 
tant que ligands. 

Une molecule ou un complexe moleculaire est actif en tant que signal de 
reconnaissance, s'il peut etre reconnu selectivement par un recepteur, c'est-a- 
dire qu'il joue le role d'un ligand, d'un agoniste ou d'un antagoniste. 

Par signal de reconnaissance reconnu par un recepteur membranaire 
cellulaire, on designe generalement un ligand (molecule ou complexe 
moleculaire) capable d'etre reconnu selectivement par ledit recepteur (af finite 
ligand-recepteur > lO^l/mole). 

L f invention concerne notamment un complexe entre au moins un acide 
nucleique (charge negativement) et au moins un conjugue polymerique charge 
positivement, la liaison entre 1* acide nucleique et le conjugue polymerique etant 
de nature electrostatique, le conjugue polymerique contenant un poly mere forme 
de motifs monomeres portant des fonctions NH3 + libres, et etant tel que : 

- les fonctions NH3 + libres des susdits motifs monomeres sont substitutes 
dans un rapport d'au moins 10%, avantageusement d'environ 15% a environ 
45%, notamment de 35%, ce rapport etant determine par exemple par resonance 
magnetique nucleaire, par des residus protonables en milieu faiblement acide 
entrainant en milieu faiblement acide une destabilisation des membranes 
cellulaires, notamment la membrane des vesicules d'endocytose et/ou des 
endosomes, 

- les susdits residus possedant en outre les proprietes suivantes : 

. ce sont des bases dont le pK en milieu aqueux est inferieur a 8, de 
sorte qu'une proportion superieure a 50% de ces bases liee a un 
polymere cationique ne soit pas protonee en milieu neutre de pH ,4, 
. ils component un groupe fonctionnel leur permettant d'etre fixes au 
susdit polymere, 

. ils ne sont pas actifs en tant que signal de reconnaissance reconnu 

par un recepteur membranaire cellulaire, 

. ils peuvent comporter au moins une fonction NH3 + libre, 

- les fonctions NH3+ libres des susdits motifs monomeres pouvant etre 
egalement substitutes par des residus non charges entrainant une diminution des 
charges positives par rapport au meme conjugue polymerique non substitue, 
facilitant le relargage de T acide nucleique par au cours de la dissociation du 
complexe, 

- les susdits residus non charges possedant en outre les proprietes 
suivantes: 

. ils component au moins un groupe hydroxyle, 
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. ils ne sont pas actifs en tant que signal de reconnaissance reconnu 
par un recepteur membranaire cellulaire, 

- des molecules constituant un signal de reconnaissance reconnu par un 
recepteur membranaire cellulaire etant eventuellement presents : 

. soit par substitution de certaines fonctions NH3 + libres des susdits 
motifs monomeres (par exemple e-NH3+ de la lysine), 
. soit sur certains des susdits residus non charges entrainant une 
diminution de charge (par exemple gluconoyle), et notamment sur les 
groupes hydroxyles des susdits residus non charges entrainant une 
diminution de charge, 

. soit sur certains des susdits residus entrainant une destabilisation 
des membranes cellulaires (par exemple imidazole acetyl), 
. soit par substitution de la fonction NH3 + eventuelle, libre des 
susdits residus entrainant une destabilisation des membranes 
cellulaires (par exemple histidine), 
sous reserve que 1' ensemble des fonctions NH3" 1 " libres soit d'au moins 30% du 
nombre des motifs monomeres du squelette polymerique du susdit conjugue 
polymerique. 

L 1 invention concerne egalement un complexe entre au moins un acide 
nucleique (charge negativement) et au moins un conjugue polymerique charge 
positivement, la liaison entre T acide nucleique et le conjugue polymerique etant 
de nature electrostatique, le conjugue polymerique contenant un polymere forme 
de motifs monomeres portant des fonctions NH3+ libres, et etant tel que : 

- les fonctions NH3 + libres des susdits motifs monomeres sont substituees 
dans un rapport d'au moins 10%, avantageusement d'environ 15% a environ 
45 % , notamment de 35 % , ce rapport etant determine par exemple par resonance 
magnetique nucleaire, par des residus protonables en milieu faiblement acide 
entrainant en milieu faiblement acide une destabilisation des membranes 
cellulaires, notamment la membrane des vesicules d'endocytose, 

- les susdits residus possedant en outre les proprietes suivantes : 

. ils appartiennent a la famille des composes comportant un noyau 
imidazole, 

. ils appartiennent a la famille des quinolines, 
. ils appartiennent a la famille des pterines, 
. ils appartiennent a la famille des pyridines, 

. les susdits residus comportent un groupe fonctionnel leur 

permettant d'etre fixes au susdit polymere, 

. ils peuvent comporter au moins une fonction NH3 + libre, 
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. ils ne sont pas actifs en tant que signal de reconnaissance reconnu 
par un recepteur membranaire cellulaire, 

- les fonctions NH3+ libres des susdits motifs monomeres pouvant etre 
egalement substituees par au moins une molecule qui constitue un signal de 
reconnaissance reconnu par un recepteur membranaire cellulaire, et/ou par des 
residus non charges entrainant une diminution des charges positives par rapport 
au meme conjugue polymerique non substitue, facilitant le relargage de Tacide 
nucleique au cours de la dissociation du complexe, sous reserve que V ensemble 
des susdits residus contienne au moins 30% de fonctions NH3+ libres, 

- les fonctions NH3 + libres des susdits motifs monomeres pouvant etre 
egalement substituees par au moins une molecule constituant un signal de 
reconnaissance reconnu par un recepteur membranaire cellulaire, et/ou par des 
residus non charges entrainant une diminution des charges positives par rapport 
au meme conjugue polymerique non substitue, facilitant le relargage de l'acide 
nucleique par la dissociation du complexe, 

- les susdits residus non charges possedant en outre les proprietes 
suivantes: 

. ils comportent au moins un groupe hydroxyle, 

. ils ne sont pas actifs en tant que signal de reconnaissance reconnu 

par un recepteur membranaire cellulaire, 

- des molecules constituant un signal de reconnaissance reconnu par un 
recepteur membranaire cellulaire etant eventuellement presents : 

. soit par substitution de certaines des fonctions NH3+ libres des 
susdits motifs monomeres (par exemple 8-NH3+ de la lysine), 
. soit sur certains des susdits residus non charges entrainant une 
diminution de charge (par exemple gluconoyle) et notamment sur les 
groupes hydroxyles des susdits residus non charges entrainant une 
diminution de charge, 

. soit sur certains des susdits residus entrainant une destabilisation 
des membranes cellulaires (par exemple imidazole acetyl), 
. soit par substitution de la fonction NH3+ eventuelle, libre des 
susdits residus entrainant une destabilisation des membranes 
cellulaires (par exemple histidine), 
sous reserve que T ensemble des fonctions NH3+ libres soit d'au moins 30% du 
nombre des motifs monomeres du squelette polymerique du susdit conjugue 
polymerique. 

Les signaux de reconnaissance peuvent egalement entrainer une diminution 
des charges positives du conjugue polymerique lorsqu'ils sont eux-memes 



WO 98/22610 



12 



PCT/FR97/02022 



neutres ou acides et qu'ils sont lies au polymere par substitution d'une fonction 
NH3 + entrainant la perte de la charge + . 

Les signaux de reconnaissance sont des molecules de petite masse 
moleculaire (< 5000 daltons). 
5 Le nombre de molecules de signal de reconnaissance fixe sur le polymere 

modifie peut etre : 

- pour une molecule signal de tres haute affinite vis-a-vis de son recepteur 
(Ka > 10 7 1/mole), d' environ 0, 5 a 5, avantageusement 1 molecule pour 
environ 10 000 motifs monomeres de polymere substitue soit 1 molecule pour 

10 environ 50 molecules de polymere substitue; 

- pour une molecule signal de haute affinite vis-a-vis de son recepteur (Ka 
entre 10 5 1/mole et 10 7 1/mole), d'environ 0,5 a environ 10, avantageusement 
1 molecule pour environ 200 motifs monomeres de polymere substitue soit 
1 molecule pour environ 1 molecule de polymere substitue; 

15 - pour une molecule signal de moyenne affinite vis-a-vis de son recepteur 

(Ka < 10 5 1/mole), d'environ 10 a environ 100, avantageusement 50 molecules 
pour environ 200 motifs monomeres de polymere substitue soit 50 molecules 
pour environ 1 molecule de polymere substitue. 

La famille des quinolines est representee par la formule suivante : 




dans laquelle n vaut de 1 a 10, de preference de 1 a 3. 
35 La famille des pterines est representee par la formule suivante : 
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-CH, - NH Y {^J) V-COOH 



10 



15 



La famille des pyridines est representee par les formules suivantes 



20 





25 



30 



L T invention concerne egalement un complexe dans lequel les residus 
entrainant en milieu faiblement acide une destabilisation des membranes 
cellulaires sont 

- des alkylimidazoles dans lequel le radical alkyle comporte de 1 a 10, 
notamment de 2 a 6 atomes de carbone, et dans lequel un seul des atomes 
d 1 azote du noyau imidazole est substitue, 

- ou des quinolines de formule : 

CH 3 
I 




NH - CH -(CH 2 ) 3 - N - R 1 R 2 
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dans laquelle Rj represente H et R2 represente (CH2)n-C02~H, n etant un 
nombre entier variant de 1 a 10, et de preference valant de 1 a 3. 

5 L' invention concerne egalement un complexe dans lequel les residus 

entrainant une destabilisation des membranes cellulaires sont choisis parmi : 
histidine , 4-carboxy methy 1-imidazole , 3 -( 1 -methy l-imidazol-4yI)-alanine , 
3-(3-methyl-imidazol-4yl)-alanine, 2-carboxy-imidazole, histamine, acide 
3-(imidazol-4yl)-L-lactique, 2-(l -methy l-imidazol-4yl)ethylamine, 2-(3-methyl- 

10 imidazol-4y l)ethy lamine , p-alany l-histidine-(carnosine) , 7-chloro-4(amino-l - 

methy lbutylamino)-quinoline, N4-(7-cWoro-4-quinolinyl)-l ,4-pentanediamine, 8- 
(4-amino- 1 -methy lbuty lamino)-6-methoxy quinoline (primaquine) , N4-(6- 
methoxy-8-quinolinyl)l,4-pentanediamine, acide quininique, acide quinoline 
carboxylique, acide pteroique, acide nicotinique, acide quinolinique, 

15 et dans lequel 

- la fonction NH3+ eventuelle, libre des susdits residus (par exemple 
histidine) peut etre egalement substitute par une molecule qui constitue un signal 
de reconnaissance reconnu par un recepteur membranaire cellulaire, 

sous reserve que 1' ensemble des fonctions NH3+ libres soit d'au moins 30% du 
20 nombre des motifs monomeres du squelette polymerique du susdit conjugue 

polymerique. 

L 1 invention concerne un complexe entre au moins un acide nucleique 
(charge negativement) et au moins un conjugue polymerique charge 
positivement, la liaison entre l 1 acide nucleique et le conjugue polymerique etant 
25 de nature electrostatique, le conjugue polymerique contenant un polymere forme 

de motifs monomeres portant des fonctions NH3+ libres, notamment des 
residus de lysine ou d ! ornithine, et etant tel que : 

- les fonctions NH3 + libres des susdits motifs monomeres sont substituees 
dans un rapport d'au moins 10%, avantageusement d' environ 15% a environ 

30 45%, notamment de 35%, par des residus entrainant en milieu faiblement acide 

une destabilisation des membranes cellulaires, 

- les susdits residus possedant en outre les proprietes suivantes : 

. ils comportent un noyau imidazole, 

. ils peuvent comporter au moins une fonction NH3 + libre, 
35 . ils ne sont pas actifs en tant que signal de reconnaissance, 

- les fonctions NH3"*~ libres restantes des susdits motifs monomeres etant 
egalement substituees a raison d ! environ 1% a environ 60% par une molecule 
qui constitue un signal de reconnaissance reconnu par un recepteur membranaire 
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cellulaire, ce signal de reconnaissance ay ant une masse moleculaire inferieure a 
5000, ce signal de reconnaissance pouvant etre present a raison d'une molecule 
pour environ 200 motifs du conjugue polymerique ou d ! environ 60 molecules 
pour environ 200 motifs du conjugue polymerique, 

sous reserve que l'ensemble des fonctions NH3+ libres soit d'au moins 30% du 
nombre des motifs monomeres du squelette polymerique du susdit conjugue 
polymerique. 

L T expression M non actifs en tant que signal de reconnaissance" signifie 
que, d f une part, a ce jour, il n ! y a pas de recepteurs connus qui soient 
specifiques de ces residus et, d 1 autre part, que ces residus ne sont pas utilises en 
tant que ligands. 

L' invention concerne egalement un complexe dans lequel le poly mere 
contient un groupement polymerique de formule (I) suivante : 



15 



20 



NH — CH^C- 



(CH 2 ) n o 



(I) 



R 



25 



30 



dans laquelle : 

- p est un nombre entier variant de 15 a 900, de preference de 100 a 300, 

- n est un nombre entier variant de 1 a 6, et vaut de preference 4, 

- ce groupement polymerique contient des radicaux R parmi lesquels : 

. 10% a 45% du nombre de radicaux R representant un residu 
comportant un noyau imidazole et eventuellement une fonction 
NH3 + libre, notamment un residu histidyle, R pouvant etre 
represents par la formule : 

Nhlt 



35 



N- 



i 

H 



CH 2 - CH - CO- NH - 
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la fonction NH3 + eventuelle des susdits residus pouvant etre egalement 
substituee par une molecule qui constitue un signal de reconnaissance, 

. 10% a 90% du nombre de radicaux R, representant les m-amino 
NH3 + libres, et etant eventuellement substitue a raison de 0 a 50% 
par une molecule qui constitue un signal de reconnaissance, 
notamment a raison de 0 a 60, avantageusement de 1 molecule pour 
environ 200 motifs, ou a raison de 2 a 100, avantageusement de 
50 molecules pour environ 200 motifs, et/ou 

. R pouvant en outre etre constitue de 0 a 45% par un groupe 
NH-CO-(CHOH) m -Ri, notamment un reste 

dihy droxypropionoylamido , ery thronoylamido , threonoy lamido , 
ribonoylamido, arabinoy lamido, xylonoy lamido, lyxonoy lamido, 
gluconoy lamido , galactonoy lamido , mannonoy lamido , 

glycoheptonoy lamido, glycooctonoy lamido, m est un nombre entier 
de 2 a 15, de preference de 2 a 7, Rj represente H ou un radical 
alcoyle de 1 a 15 atomes de carbone, notamment CH3, ces radicaux 
pouvant etre substitues par une molecule qui constitue un signal de 
reconnaissance, sous reserve que l'ensemble des fonctions NH3 + 
libres soit d ! au moins 30% du nombre des motifs monomeres du 
squelette polymerique du susdit conjugue polymer ique. 
Dans cette classe de complexes de T invention, le poly mere est de la 

poly lysine ou de la poly ornithine. 

Comme le montrent les exemples, les cellules HepG2 (hepatocarcinome 

humain) sont efficacement transferees par de la polylysine substituee par 

70 residus histidyle. 

La polylysine substituee par 30 ± 10% d'histidine a permis de transfecter 

differentes cellules (humaines et murines) avec une grande efficacite, modulee 

selon le type cellulaire et le promoteur utilise. 

L 1 invention a egalement pour objet un complexe dans lequel le polymere 

comprend un groupement polymerique de formule (II) suivante : 



NH 



CH 



(CH 2 ) 4 O 



R 
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dans laquelle : 

- p a les significations indiquees ci-dessus, 

- 10% a 45% du nombre de radicaux R represented un residu comportant 
un noyau imidazole et eventuellement une fonction NH3 + libre, notamment un 
residu histidyle, R pouvant etre represents par la formule 



les fonctions NH3+ des susdits residus pouvant etre egalement substitutes par 
une molecule qui constitue un signal de reconnaissance, 

- le reste des radicaux, c'est-a-dire 30% a 90% du nombre de radicaux R, 
representant les xu-amino NH3 + , et de 0% a 45% des radicaux R pouvant etre 
substitues par une molecule qui constitue un signal de reconnaissance reconnu 
par un recepteur membranaire cellulaire, 

sous reserve que l 1 ensemble des fonctions NH3 + libres soit d'au moins 30% du 
nombre des motifs monomeres du squelette polymerique du susdit conjugue 
polymerique. 

L f invention a egalement pour objet un complexe qui se caracterise en ce 
que le signal de reconnaissance est choisi parmi: 

A) - des osides simples ou complexes reconnus par des lectines 
membranaires, et choisis parmi: 

a. Asialo-oligoside de type triantennaire lactosamine: recepteur 
d ' asialogly coproteine 

Galp 4GlcNAcp 2 Mana 6^ 



+ 




i 3 

CH 2 - CH - CO- NH - 



H 



Manp 4GlcNAcP 2 4GlcNAcp 





Mana 3 
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b. Asialo oligoside de type lactosamine tetraantennaire: recepteur 
d ' asialoglycoproteine 

Galp 4GlcNAcP 6 

Mana 6. 

Galp 4GlcNAcp2-^' 



Manp 4GlcNAcp 4GlcNAcp 



Galp 4GlcNAcP 4 

. Mana 3 ' 

Galp 4GlcNAcp 

c. Lewis x: LECAM 2/3 
Galp 4. 

GlcNAcP 3Gaip 

Fuca 

d. Lewis x sialyl: LECAM 3/2 
Neu5Aca3Galp 4^ 



^ GlcNAcP 3Galp -> 
Fuca 3 """^ 

e. Derive de Lewis x sulfate (HNK1): LECAM 1 
(SO3-) 3Glc UAp 3Galp 4^ 



GlcNAcp 3Gaip 4Glc 

Fuca 3 

f. Oligomannoside: recepteur du mannose 



Mana 2Mana 6^ 

^Mana 6^^^ 
Mana 3 Manp 4GlcNAcp 4GlcNAcP -» 



Mana 2Mana Mana 3 
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g. Oligomannoside phosphoryle: recepteur de mannose 6 phosphate 



(HPO3-) 6 




Mana 6 




Mana 2 



Mana 6 



Mana 3 



Manp 4GlcNAcp 4GlcNAcp -> 



(HPO3-) 6 




Mana 2 



Mana 3 



Mana 2 



h. Oligosaccharide de type lactosamine sulfate: recepteur de 
GalNAc 4 sulfate 



(SO3-) 4GlcNAcp 4GlcNAcP 2Mana 6 



Manp 4GlcNAcp 4GlcNAcP -> 



(SO3-) 4GlcNAcp 4GlcNAcp 2Mana 3 ^ 
B) des peptides 

a. peptides anti-inflammatoires ou certains de leurs fragments reconnus 
par des recepteur s de la paroi vasculaire, tels que 

- polypeptide vasodilatateur intestinal (VIP) 
HSDAVFTDNYTRLRKQMAVKKYLNSILN-NH2 

- polypeptide atrial natriuretique (ANP) 
SLRRSSCFGGRMDRIGAQSGLGCNSFRY 

- lipocortine 
HDMNKVLDL 

- bradykinine 
RPPGFSPFR; 

b. peptides ligands des integrines, tels que les peptides contenant la 
sequence RGD, ligand de la fibronectine; 

c. facteurs chimiotactiques, tels que les formyl peptides et leurs 
antagonistes: 

FMLP, (N-formyl-Met-Leu-Phe); 
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d. hormones peptidiques tels que 

l'a-MSH: Ac-SYSMEHFRWGKPV-NH 2 et leurs antagonistes. 

C) Metabolites naturels tels que: 

- la biotine, 

- la carnitine. 

- le tetrahydrofolate et l'acide folique pouvant etre a la fois un signal de 
reconnaissance vis-a-vis de certaines cellules possedant les recepteurs 
appropries et un destabilisateur des membranes cellulaires. 

L 1 invention concerne egalement un complexe qui se caracterise en ce que 
l'acide nucleique peut etre choisi parmi: 

a) des genes marqueurs, tels que 

- genes contenant la luciferase, 

- proteine verte de la meduse Aequarea victoria, 

- genes contenant la p-galactosidase, 

- genes contenant la chloramphenicol acetyl transferase, 

- genes conferant la resistance a un antibiotique, tels que 
Thygromycine, la neomycine etc.; 

b) des genes a visee therapeutique, tels que 

- recepteurs des lipoproteins de faible densite, deficient dans les cas 
d 1 hypercholesterolemie, 

- facteurs de coagulation: facteurs VIII et IX, 

- phenylalanine-hydroxylase (phenylcetonurie), 

- adenosine desaminase (immunodeficience ADA), 

- enzymes lysosomiques, telles que la p-glucosidase dans le cas de la 
maladie de Gaucher, 

- dystrophine et minidistriphine (myopathic), 

- tyrosine hydroxylase (Parkinson), 

- facteurs de croissance des neurones (Alzheimer), 

- CFTR cystic-fibrosis transmembrane conductance regulator 
(mucoviscidose), 

- alpha 1-antitrypsine, 

- cytokines (interleukines, TNF facteur de necrose des tumeurs), 

- thymidine kinase du virus Herpes simplex, 

- proteines du MHC, systeme majeur d' histocompatibility, en 
particulier les HLA-B7, 

- cytosine desaminase, 

- genes codant pour des ARN sens et antisens, 
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- genes codant pour des ribozymes, 
c) des genes a visee vaccinale 

- genes codant pour des antigenes viraux (vaccination), par exemple: 
gene codant pour la nucleoproteine du virus de la grippe. 

L 1 invention a egalement pour objet un complexe dans lequel: 

- le polymere, notamment la poly lysine presente un degre de 
polymerisation d T environ 15 a environ 900, de preference 200, 

- les fonctions NH3 + libres des motifs lysine etant substitutes dans un 
rapport de 35% par des residus histidyle et eventuellement par une molecule 
constituant un signal de reconnaissance pour 1 a 50 residus de lysine lorsque 
ladite molecule signal possede une affinite d'au moins 10^ 1 mole~l vis-a-vis du 
recepteur de la cellule que le complexe doit cibler ou eventuellement par 20 a 
100 molecules de signal de reconnaissance pour 200 residus de lysine lorsque 
ladite molecule signal possede une affinite inferieure a 10^ 1 mole"! vis-a-vis du 
susdit recepteur, 

- Tacide nucleique presente une masse moleculaire d'environ 10^ a 
environ 10 8 , notamment de 3.10 6 a 30.10 6 , 

- le rapport entre le nombre moyen de paires de base de Tacide 
nucleique par molecule de motif de monomere, notamment la lysine est 
d'environ 0,2 a environ 6, de preference d'environ 0,4 a environ 0,6. 

S'agissant des affinites : 

- pour une molecule signal de tres haute affinite vis-a-vis de son recepteur 
(Ka > 10? 1/mole), d' environ 0, 5 a 5, avantageusement 1 molecule pour 
environ 10 000 motifs monomeres de polymere substitue soit 1 molecule pour 
environ 50 molecules de polymere substitue; 

- pour une molecule signal de haute affinite vis-a-vis de son recepteur (Ka 
entre 10^ 1/mole et 10? 1/mole), d'environ 0, 5 a environ 10, avantageusement 
1 molecule pour environ 200 motifs monomeres de polymere substitue soit 
1 molecule pour environ 1 molecule de polymere substitue; 

- pour une molecule signal de moyenne affinite vis-a-vis de son recepteur 
(Ka < 105 1/mole), d ! environ 10 a environ 100, avantageusement 50 molecules 
pour environ 200 motifs monomeres de polymere substitue soit 50 molecules 
pour environ 1 molecule de polymere substitue. 

L' invention a egalement pour objet un conjugue polymerique charge 
positivement, contenant des motifs portant des fonctions NH3 + libres, et etant 
tel que : 

- les fonctions NH3 + libres des susdits motifs monomeres sont substitutes 
dans un rapport d'au moins 10%, avantageusement d'environ 15% a environ 
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45 % , notamment de 35 % , ce rapport etant determine par exemple par resonance 
magnetique nucleaire, par des residus protonables en milieu faiblement acide 
entrainant en milieu faiblement acide une destabilisation des membranes 
cellulaires, notamment la membrane des vesicules d'endocytose, 

- les susdits residus possedant en outre les proprietes suivantes : 

. ils component un groupe fonctionnel leur permettant d'etre fixes au 
susdit poly mere, 

. ils ne sont pas actifs en tant que signal de reconnaissance reconnu 

par un recepteur membranaire cellulaire, 

. ils peuvent comporter au moins une fonction NH3 + libre, 

- les fonctions NH3 + libres des susdits motifs monomeres pouvant etre 
egalement substitutes par des residus non charges entrainant une diminution des 
charges positives par rapport au meme conjugue polymerique non substitue, 
facilitant le relargage de T acide nucleique par la dissociation du complexe, 

- les susdits residus non charges possedant en outre les proprietes 
suivantes: 

. ils comportent au moins un groupe hydroxyle, 

. ils ne sont pas actifs en tant que signal de reconnaissance reconnu 
par un recepteur membranaire cellulaire, 

. les groupes hydroxyles des susdits residus non charges pouvant etre 
substitues par au moins une molecule qui constitue un signal de 
reconnaissance reconnu par un recepteur membranaire cellulaire, 

- des molecules constituant un signal de reconnaissance reconnu par un 
recepteur membranaire cellulaire etant eventuellement presents : 

. soit par substitution de certaines fonctions NH3 + libres des susdits 
motifs monomeres (par exemple E-NH3+ des lysines), 
. soit sur certains des susdits residus non charges entrainant une 
diminution de charge (par exemple gluconoyle), et notamment sur les 
groupes hydroxyles des susdits residus non charges, entrainant une 
diminution de charge, 

. soit sur certains des susdits residus entrainant une destabilisation 
des membranes cellulaires (par exemple imidazole acetyl), 
. soit par substitution de la fonction NH3+ eventuelle, libre des 
susdits residus entrainant une destabilisation des membranes 
cellulaires (par exemple histidine), 
sous reserve que 1' ensemble des fonctions NH3 + libres soit d'au moins 30% du 
nombre des motifs monomeres du squelette polymerique du susdit conjugue 
polymerique. 
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L' invention concerne egalement un conjugue polymerique tel que defini ci- 
dessus ou contenant un groupement polymerique tel que defini ci-dessus. 

Selon un mode de realisation avantageux de 1' invention, le conjugue 
polymerique est choisi parmi la polylysine histidylee substitute par du lactose, la 
polylysine histidylee substitute par un oligoside complexe tel que Lewis* 5 , la 
polylysine histidylee substitute par le peptide ANP ou la polylysine histidylee 
substitute par de la biotine. 

La prtparation des conjuguts polymtriques de T invention peut se faire 
selon Tune des fagons dtcrites dans les tableaux suivants : 

Tableau I : Mtthodes de prtparation des conjuguts polymtriques avec des 
signaux de reconnaissance fixts sur certains motifs monomtriques du polymere. 

On a indique par 1, 2, 3 Tordre d' introduction respectif des rtsidus 
responsables de la destabilisation, de ceux responsables de la diminution de 
charge et des signaux de reconnaissance sur le polymere. 

POLYMERE 
rtsidus 

mtthode responsables de la responsables de la signal de 

dtstabilisation diminution de reconnaissance 

charge 



I 


1 




2 


II 


2 




1 


HI 


1 


2 


3 


IV 


1 


3 


2 


V 


2 


1 


3 


VI 


3 


1 


2 


VII 


2 


3 


1 


VIII 


3 


2 


1 
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Tableau II : Methodes de preparation des conjugues polymeriques avec des 
signaux de reconnaissance fixes sur certains residus responsables de la 
destabilisation des membranes. 

On a indique par 1, 2, 3 Tordre d* introduction respectif des residus 
responsables de la destabilisation, de ceux responsables de la diminution de 
charge et des signaux de reconnaissance sur le polymere. 



POLYMERE 
residus 

methode responsables de la responsables de la signal de 

destabilisation diminution de reconnaissance 

charge 

IX 1 - 2 

X 1 2 3 

XI 1 3 2 
xn 2 1 3 



Tableau III : Methodes de preparation des conjugues polymeriques avec 
des signaux de reconnaissance fixes sur certains residus responsables de la 
diminution de charge. 

On a indique par 1, 2, 3 l'ordre d' introduction respectif des residus 
responsables de la destabilisation, de ceux responsables de la diminution de 
charge et des signaux de reconnaissance sur le polymere. 



POLYMERE 
residus 

methode responsables de la responsables de la signal de 

destabilisation diminution de reconnaissance 

charge 

XHI 2 1 3 

XIV 3 1 2 



XV 



1 



2 



3 
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Les residus responsables de la destabilisation des membranes sont choisis 
parmi: histidine, 4-carboxymethyl-imidazole, 3-(l-methyl-imidazol-4yl)-alanine, 
3-(l-methyl-imidazol-4yl)-alanine, 2-carboxy-imidazole, histamine, acide 
3-(imidazol-4y l)-L-lactique, 2-(l-methyl-imidazol-4yl)-ethylamine , 2-(3-methyl- 
imidazol-4y l)-ethy lamine , p-alany 1-histidine , 7-chloro-4(amino- 1 - 

methylbutylamino)-quinoline, N 4 -(7-chloro-4-quinolinyl)-l ,4-pentanediamine, 8- 
(4-amino- 1 -methy lbuty lamino)-6-methoxy-quinoline , N 4 -(6-methoxy-8- 
quinolinyl)-l,4-pentanediamine, acide quininique, acide quinoline carboxylique, 
acide pteroique, acide nicotinique, acide quinolinique. 

Les residus responsables de la diminution de charge sont choisis parmi: 
dihydroypropionyle, erythronoyle, threonoyle, ribonoyle, arabinoyle, xylonoyle, 
lyxonoyle, gluconoyle, galactonoyles, mannonoyle, glycoheptonoyle, 
glycooctonoyle. 

Les signaux de reconnaissance sont choisis parmi : des osides, des 
oligosides, des peptides, des metabolites, des agonistes, des antagonistes. 

A titre d f exemple nous decrivons differentes methodes des tableaux : 
I) Les signaux de reconnaissance sont fixes sur certains motifs 
monomeriques du poly mere apres V introduction des residus entratnant une 
destabilisation des membranes cellulaires de la f agon suivante : 

A) Methode I 
polylysine nicotinylee 

a) les motifs monomeres du polymere comportant une fonction NH3 + 
libre sont partiellement substitues par des residus entrainant une destabilisation 
des membranes cellulaires. Par exemple, la polylysine (notamment sous forme 
de /^-toluene sulfonate) est dissoute dans un solvant organique (notamment le 
dimethylsulfoxyde) en presence d'une base (notamment la 
diisopropylethy lamine), de molecules entrainant une destabilisation des 
membranes cellulaires (notamment l 1 acide nicotinique) et d'un agent de couplage 
(notamment rhexafluorophosphate de benzotriazolyl-N- 
oxy trisdimethylaminophosphonium) . 

b) Les signaux de reconnaissance sont lies a certains groupements 
E-amines des residus lysyles du polymere. 

A titre d' exemple de fixation des signaux de reconnaissance sur la 
polylysine nicotinylee, on indique ci-apres la fixation d'osides ou d'oligosides. 
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1) fixation d'osides. 

Des osides simples sous la forme de derives phenylisothiocyanates sont 
fixes sur certaines fonctions e-aminees des residus lysyles libres de la polylysine 
comme precedemment decrit dans Midoux et aL, (Nucleic Acids Res. 1993, 21 : 
871-878). 

2) fixation d' oligosides. 

Les oligosides complexes tels que les asialo-oligosides bi-, tri- ou 
tetraantennes ou Lewis sont obtenus sous forme de derives phenylisothiocyanates 
de glycopeptides selon une methode decrite dans Monsigny et aL, (Brevet 
Frangais 9407738 (Monsigny, M., Sdiqui, N., Roche, A.C. and Mayer, R. 
1994 Nouveaux derives d' oligosides, leur procede de preparation et leurs 
applications) et Sdiqui et a/., (1995 New synthesis of glyco-amino acid 
conjugates. Carbohyd. Letters 1, 269-275). Les glycopeptides sous la forme de 
derives phenylisothiocyanates sont fixes sur certaines fonctions e-amines des 
residus lysyles libres de la polylysine comme precedemment decrit dans Midoux 
et aL, (Nucleic Acids Res. 1993, 21 : 871-878). 

polylysine histidylee 

a) les motifs monomeres du polymere comportant une fonction NH3 + 
libre sont partiellement substitues par des residus comportant une fonction 
permettant la fixation ulterieure d'autres molecules telles que celles qui 
constituerons un signal de reconnaissance, par exemple, apres reaction en milieu 
organique avec un ester N-hydroxysuccinimide de Tacide dithiopyridine 
propionate ou de ses derives. 

b) les motifs monomeres du polymere comportant une fonction NH3 + 
libre sont ensuite partiellement substitues par des residus entrainant une 
destabilisation des membranes cellulaires, par exemple, apres reaction en milieu 
organique avec l'histidine dont le groupe aNH3+ et le groupe NH du noyau 
imidazole sont protegees par du tertiobutyloxycarbonyle en presence d f un agent 
de couplage tel que l'hexafluorophosphate de benzotriazolyl-N- 
oxytrisdimethylaminophosphonium. Apres reaction et purification, les fonctions 
aminees des residus histidyles du polymere obtenu sont deprotegees. 

c) Les signaux de reconnaissance sont lies aux groupements 
dithiopyridyles du polymere. 

A titre d' exemple de fixation des signaux de reconnaissance sur la 
polylysine histidylee, on indique ci-apres la fixation d'osides ou d f oligosides. 
1) fixation d'osides. 

Les osides simples derives en glycopeptides avec une fonction 
dithiopyridyle (pywglutamyl-NH-(CH2)2-S-S-pyridine) selon une methode 
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decrite dans Monsigny et al, (Brevet Frangais 9407738 (Monsigny, M., Sdiqui, 
N., Roche, A.C. and Mayer, R. 1994 Nouveaux derives d'oligosides, leur 
procede de preparation et leurs applications) et Sdiqui et aL, (1995 New 
synthesis of glyco-amino acid conjugates. Carbohyd. Letters 1:269-275) sont 
reduits et fixes en milieu aqueux tamponne a pH neutre sur les fonctions 
dithiopyridyles du polymere. 

2) fixation d'oligosides 

Les oligosides complexes tels que les asialo-oligosides bi-, tri- ou 
tetraantennes ou Lewis derives en glycopeptides avec une fonction dithiopyridyle 
(pjraglutamyl-NH-(CH2)2-S-S-pyridine) selon une methode decrite dans 
Monsigny et aL, (Brevet Fran?ais 9407738 (Monsigny, M., Sdiqui, N., Roche, 
A.C. and Mayer, R. 1994 Nouveaux derives d'oligosides, leur procede de 
preparation et leurs applications) et Sdiqui et aL, (1995 New synthesis of glyco- 
amino acid conjugates. Carbohyd. Letters 1:269-275) sont reduits et fixes en 
milieu aqueux tamponne a pH neutre sur les fonctions dithiopyridyles du 
polymere. 

B) Methode III 

polylysine nicotinylee et gluconoylee 

a) les motifs monomeres du polymere comportant une fonction NH3 + 
libre sont partiellement substitues par des residus entrainant une destabilisation 
des membranes cellulaires. Par exemple la polylysine gluconoylee est dissoute 
dans un solvant organique (notamment le dimethylsulfoxyde) en presence d'une 
base (notamment la diisopropylethylamine), de molecules entrainant une 
destabilisation des membranes cellulaires (notamment l'acide nicotinique) et 
d'un agent de couplage (notamment Thexafluorophosphate de benzotriazolyl-N- 
oxytrisdimethylaminophosphonium) . 

b) les motifs monomeres du polymere comportant une fonction NH3 + 
encore libre sont ensuite partiellement substitues par des residus non charges 
entrainant une diminution de charge. S'agissant de la fixation des residus 
entrainant la diminution de charge, par exemple un sel de polylysine (notamment 
sous forme de jo-toluene sulfonate) est dissous dans un solvant organique 
(notamment le dimethylsulfoxyde) en presence d'une base (notamment la 
diisopropylethylamine) et d'un acide organique hydroxy le active (notamment la 
8-gluconolactone) . 

c) Les signaux de reconnaissance sont lies a certains groupements e-amines 
des residus lysyles du polymere. 
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A titre d'exemple de fixation des signaux de reconnaissance sur la 
poly lysine histidylee, on indique ci-apres la fixation d'osides ou d'oligosides. 

1) fixation d'osides. 

Des osides simples sous la forme de derives phenylisothiocyanates sont 
5 fixes sur certaines fonctions e-aminees des residus lysyles libres de la polylysine 

comme precedemment decrit dans Midoux et aL, (Nucleic Acids Res. 1993, 21 : 
871-878). 

2) fixation d'oligosides. 

Les oligosides complexes tels que les asialo-oligosides bi-, tri- ou 
10 tetraantennes ou Lewis sont obtenus sous forme de derives phenylisothiocyanates 

de glycopeptides selon une methode decrite dans Monsigny et aL, (Brevet 
Frangais 9407738 (Monsigny, M., Sdiqui, N., Roche, A.C. and Mayer, R. 
1994 Nouveaux derives d'oligosides, leur procede de preparation et leurs 
applications) et Sdiqui et aL, (1995 New synthesis of glyco-amino acid 
15 conjugates. Carbohyd. Letters 1:69-275). Les glycopeptides sous la forme de 

derives phenylisothiocyanates sont fixes sur certaines fonctions e-aminees 
des residus lysyles libres de la polylysine comme precedemment decrit dans 
Midoux et a/,, (Nucleic Acids Res. 1993, 21:871-878). 

20 C) Methode V 

polylysine gluconoylee et histidylee 

a) les motifs monomeres du polymere comportant une fonction NH3 + 
libre sont partiellement substitues par des residus comportant une fonction 
permettant la fixation ulterieure d'autres molecules. S'agissant de la fixation de 

25 signaux de reconnaissance, par exemple un sel de polylysine (notamment sous 

forme de /?-toluene sulfonate) est dissous dans un solvant organique (notamment 
le dimethylsulfoxyde) en presence d'une base (notamment la 
diisopropylethylamine) et de Tester N-hydroxysuccinimide de l'acide 
dithiopyridine propionate ou de ses derives. 

30 b) les motifs monomeres du polymere comportant une fonction NH3 + 

encore libre sont ensuite partiellement substitues par des residus non charges 
entrainant une diminution de charge. S'agissant de la fixation des residus 
entrainant la diminution de charge, par exemple un sel de polylysine (notamment 
sous forme de /^-toluene sulfonate) est dissous dans un solvant organique 

35 (notamment le dimethylsulfoxyde) en presence d'une base (notamment la 

diisopropylethylamine) et d f un acide organique hydroxy le active (notamment la 
8-gluconolactone) . 
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c) les motifs monomeres du polymere comportant une fonction NH3 + 
encore libre sont ensuite partiellement substitues par des residus entrainant une 
destabilisation des membranes cellulaires. S'agissant de la fixation de residus 
entrainant une destabilisation des membranes cellulaires, par exemple un sel de 
polylysine (notamment sous forme de /?-toluene sulfonate) est dissous dans un 
solvant organique (notamment le dimethylsulfoxyde) en presence d'une base 
(notamment la diisopropylethylamine), de molecules entrainant une 
destabilisation des membranes cellulaires (notamment Thistidine dont le groupe 
aNH3 + et le groupe NH du noyau imidazole sont protegees par du 
tertiobutyloxycarbonyle) et d'un agent de couplage (notamment 
1 1 hexafluorophosphate de benzotriazoly 1-N-oxy tr isdimethy laminophosphonium) . 
Apres purification, les fonctions aminees protegees des residus histidyle sont 
deprotegees. 

d) Les signaux de reconnaissance sont lies aux groupements 
dithiopyridyles du polymere. 

A titre d' exemple de fixation des signaux de reconnaissance sur la 
polylysine histidylee, on indique ci-apres la fixation d'osides ou d'oligosides. 

1) fixation d'osides. 

Les osides simles derives en glycopeptides avec une fonction 
dithiopyridyle (pyroglutamyl-NH-(CH2)2-S-S-pyridine) selon une methode 
decrite dans Monsigny et al., (Brevet Frangais 9407738 (Monsigny, M., Sdiqui, 
N., Roche, A.C. and Mayer, R. 1994 Nouveaux derives d'oligosides, leur 
procede de preparation et leurs applications) et Sdiqui et al., (1995 New 
synthesis of glyco-amino acid conjugates. Carbohyd. Letters 1:269-275) sont 
reduits et fixes en milieu aqueux tamponne a pH neutre sur les fonctions 
dithiopyridyles du polymere. 

2) fixation d^ligosides 

Les oligosides complexes tels que les asialo-oligosides bi-, tri- ou 
tetraantennes ou Lewis derives en glycopeptides avec une fonction dithiopyridyle 
(pyroglutamyl-NH-(CH2)2-S-S-pyridine) selon une methode decrite dans 
Monsigny et al., (Brevet Fran?ais 9407738 (Monsigny, M., Sdiqui, N., Roche, 
A.C. and Mayer, R. 1994 Nouveaux derives d'oligosides, leur procede de 
preparation et leurs applications) et Sdiqui et al., (1995 New synthesis of glyco- 
amino acid conjugates. Carbohyd. Letters 1:269-275) sont reduits et fixes en 
milieu aqueux tamponne a pH neutre sur les fonctions dithiopyridyles du 
polymere. 

polylysine gluconoylee et nicotinylee 
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a) les motifs monomeres du polymere comportant une fonction NH3 + 
encore libre sont partiellement substitues par des residus non charges entrainant 
une diminution de charge. S'agissant de la fixation des residus entrainant la 
diminution de charge, par exemple un sel de polylysine (notamment sous forme 
de p-toluene sulfonate) est dissous dans un solvant organique (notamment le 
dimethylsulfoxyde) en presence d'une base (notamment la 
diisopropylethylamine) et d'un acide organique hydroxyle active (notamment la 
8-gluconolactone) . 

b) les motifs monomeres du polymere comportant une fonction NEB 4- 
libre sont ensuite partiellement substitues par des residus entrainant une 
destabilisation des membranes cellulaires. Par exemple la polylysine gluconoylee 
est dissoute dans un solvant organique (notamment le dimethylsulfoxyde) en 
presence d'une base (notamment la diisopropylethylamine), de molecules 
entrainant une destabilisation des membranes cellulaires (notamment T acide 
nicotinique) et d'un agent de couplage (notamment rhexafluorophosphate de 
benzotriazolyl-N-oxytrisdimethylaminophosphonitim). 

c) Les signaux de reconnaissance sont lies a certains groupements e-amines 
des residus lysyles du polymere. 

A titre d f exemple de fixation des signaux de reconnaissance sur la 
polylysine histidylee, on indique ci-apres la fixation d'osides ou d' oligosides. 

1) fixation d'osides. 

Des osides simples sous la forme de derives phenylisothiocyanates sont 
fixes sur certaines fonctions e-aminees des residus lysyles libres de la polylysine 
comme precedemment decrit dans Midoux et aL, (Nucleic Acids Res. 1993, 21 : 
871-878). 

2) fixation d 1 oligosides. 

Les oligosides complexes tels que les asialo-oligosides bi-, tri- ou 
tetraantennes ou Lewis sont obtenus sous forme de derives phenylisothiocyanates 
de glycopeptides selon une methode decrite dans Monsigny et aL, (Brevet 
Fran?ais 9407738 (Monsigny, M., Sdiqui, N., Roche, A.C. and Mayer, R. 
1994 Nouveaux derives d 1 oligosides, leur procede de preparation et leurs 
applications) et Sdiqui et aL, (1995 New synthesis of glyco-amino acid 
conjugates. Carbohyd. Letters 1:269-275). Les glycopeptides sous la forme de 
derives phenylisothiocyanates sont fixes sur certaines fonctions s-aminees 
des residus lysyles libres de la polylysine comme precedemment decrit dans 
Midoux et aL, (Nucleic Acids Res. 1993, 21:871-878). 
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II) Les signawc de reconnaissance sont fixes sur certains motifs 
monomeriques du polymer e avant V introduction des residus entrainant une 
destabilisation des membranes cellulaires de la f agon suivante : 

5 A) Methode II 

polylysine nicotinylee 

Ces substitutions suivent Tun quelconque des protocoles connus de 
rhomme de Tart. 

a) A titre d'exemple de fixation des signaux de reconnaissance sur la 
10 polylysine (notamment sous forme de /?-toluene sulfonate) dissoute dans un 

solvant organique (notamment le dimethylsulfoxyde) en presence d'une base 
(notamment la diisopropylethylamine), on indique ci-apres la fixation d'osides 
ou d'oligosides. 

1) fixation d'osides. 

15 Des osides simples sous la forme de derives phenylisothiocyanates sont 

fixes sur certaines fonctions e-aminees des residus lysyles libres de la polylysine 
comme precedemment decrit dans Midoux et aL, (Nucleic Acids Res. 1993, 21: 
871-878). 

2) fixation d'oligosides. 

20 Les oligosides complexes tels que les asialo-oligosides bi-, tri- ou 

tetraantennes ou Lewis sont obtenus sous forme de derives phenylisothiocyanates 
de glycopeptides selon une methode decrite dans Monsigny et al, (Brevet 
Fran?ais 9407738 (Monsigny, M., Sdiqui, N., Roche, A.C. and Mayer, R. 
1994 Nouveaux derives d'oligosides, leur procede de preparation et leurs 

25 applications) et Sdiqui et at., (1995 New synthesis of glyco-amino acid 

conjugates. Carbohyd. Letters 1, 269-275). Les glycopeptides sous la forme de 
derives phenylisothiocyanates sont fixes sur certaines fonctions e-aminees des 
residus lysyles libres de la polylysine comme precedemment decrit dans Midoux 
etaL, (Nucleic Acids Res. 1993, 21:871-878). 

30 b) S'agissant de la fixation des residus entrainant la destabilisation des 

membranes, par exemple la polylysine substitute par des osides ou des 
oligosides est dissoute dans un solvant organique (notamment le 
dimethylsulfoxyde) en presence d'une base (notamment la 
diisopropylethylamine), de molecules entrainant une destabilisation des 

35 membranes cellulaires (notamment l'acide nicotinique) et d'un agent de couplage 

(notamment Thexafluorophosphate de benzotriazolyl-N- 

oxytrisdimethylaminophosphonium) . 
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B) Methode VI 

polylysine gluconoylee et nicotinylee 

Ces substitutions suivent Tun quelconque des protocoles connus de 
l'homme de Tart. 

a) les motifs monomeres du polymere comportant une fonction NH3 + 
encore libre sont partiellement substitues par des residus non charges entrainant 
une diminution de charge. S'agissant de la fixation des residus entrainant la 
diminution de charge, par exemple un sel de polylysine (notamment sous forme 
de /7-toluene sulfonate) est dissous dans un solvant organique (notamment le 
dimethylsulfoxyde) en presence d'une base (notamment la 
diisopropylethylamine) et d ! un acide organique hydroxy le active (notamment la 
8-gluconolactone) . 

b) A titre d' exemple de fixation des signaux de reconnaissance sur la 
polylysine gluconoylee dissoute dans un solvant organique (notamment le 
dimethylsulfoxyde) en presence d'une base (notamment la 
diisopropylethylamine), on indique ci-apres la fixation d'osides ou d' oligosides. 

1) fixation d 1 osides. 

Des osides simples sous la forme de derives phenylisothiocyanates sont 
fixes sur certaines fonctions e-aminees des residus lysyles libres de la polylysine 
comme precedemment decrit dans Midoux et al. y (Nucleic Acids Res. 1993, 21 : 
871-878). 

2) fixation d ! oligosides. 

Les oligosides complexes tels que les asialo-oligosides bi-, tri- ou 
tetraantennes ou Lewis sont obtenus sous forme de derives phenylisothiocyanates 
de glycopeptides selon une methode decrite dans Monsigny et aL, (Brevet 
Frangais 9407738 (Monsigny, M., Sdiqui, N., Roche, A.C. and Mayer, R. 
1994 Nouveaux derives d ! oligosides, leur procede de preparation et leurs 
applications) et Sdiqui et a/., (1995 New synthesis of glyco-amino acid 
conjugates. Carbohyd. Letters 1:269-275). Les glycopeptides sous la forme de 
derives phenylisothiocyanates sont fixes sur certaines fonctions s-aminees des 
residus lysyles libres de la polylysine comme precedemment decrit dans Midoux 
etal, (Nucleic Acids Res. 1993, 21:871-878). 

c) S'agissant de la fixation des residus entrainant la destabilisation des 
membranes, par exemple la polylysine substitute par des osides ou des 
oligosides est dissoute dans un solvant organique (notamment le 
dimethylsulfoxyde) en presence d ! une base (notamment la 
diisopropylethylamine), de molecules entrainant une destabilisation des 
membranes cellulaires (notamment l'acide nicotinique) et d*un agent de couplage 
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(notamment Thexafluorophosphate de benzotriazolyl-N- 

oxy trisdimethy laminophosphonium) . 

Ill) les signaux de reconnaissance sont fixes sur certains residus 
destabilisants. 

A) Methode IX 

polylysine histidylee 

a) les motifs monomeres du polymere comportant une fonction NH3 + 
libre sont partiellement substitues par des residus entrainant une destabilisation 
des membranes cellulaires. Par exemple, apres reaction en milieu organique 
avec l'histidine dont le groupe NH3+ et le groupe NH du noyau imidazole sont 
protegees par du tertiobutyloxycarbonyle en presence d'un agent de couplage tel 
que l'hexafluorophosphate de benzotriazoIyl-N- 
oxytrisdimethylaminophosphonium. Apres reaction et purification, les fonctions 
aminees des residus histidyle du polymere obtenu sont deprotegees. 

b) Les signaux de reconnaissance sont lies a certains groupements NH3 + 
des residus entrainant une destabilisation des membranes. 

A titre d'exemple de fixation des signaux de reconnaissance sur la 
polylysine histidylee, on indique ci-apres la fixation d'oligosides. 

Les oligosides complexes tels que les asialo-oligosides de types 
triantennaire ou tetraantennaire ou Lewis sont obtenus sous forme de derives 
phenylisothiocyanates de glycopeptides selon une methode decrite dans 
Monsigny et al., (Brevet Francais 9407738 (Monsigny, M., Sdiqui, N., Roche, 
A.C. and Mayer, R. 1994 Nouveaux derives d'oligosides, leur precede de 
preparation et leurs applications) et Sdiqui et al. , (1995 New synthesis of glyco- 
amino acid conjugates. Carbohyd. Letters 1:269-275). Les glycopeptides sous la 
forme de derives phenylisothiocyanates sont fixes en milieu aqueux tamponne a 
pH neutre sur certaines fonctions NH2 des residus histidyles. A ce pH, la 
fixation sur les NH3 + lysines est tres faible, voire impossible. 

B) Methode XH 

polylysine gluconoylee et histidylee 

a) les motifs monomeres du polymere comportant une fonction NH3 + 
libre sont partiellement substitues par des residus non charges entrainant une 
diminution de charge. S'agissant de la fixation des residus entrainant la 
diminution de charge, par exemple un sel de polylysine (notamment sous forme 
de /^-toluene sulfonate) est dissous dans un solvant organique (notamment le 
dimethylsulfoxyde) en presence d'une base (notamment la 
dnsopropylethylamine) et d'un acide organique hydroxyle active (notamment la 
5-gluconolactone) . 
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b) les motifs monomeres du polymere comportant une fonction NH3 + 
encore libre sont ensuite partiellement substitues par des residus entrainant une 
destabilisation des membranes cellulaires. S'agissant de la fixation de residus 
entrainant une destabilisation des membranes cellulaires, par exemple un sel de 
polylysine (notamment sous forme de /7-toluene sulfonate) est dissous dans un 
solvant organique (notamment le dimethylsulfoxyde) en presence d'une base 
(notamment la diisopropylethylamine), de molecules entrainant une 
destabilisation des membranes cellulaires (notamment l'histidine dont le groupe 
aNH3+ et le groupe NH du noyau imidazole sont protegees par du 
tertiobutyloxycarbonyle) et d'un agent de couplage (notamment 
I'hexafluorophosphate de benzotriazolyl-N-oxytrisdimethylaminophosphonium). 
Apres purification, les fonctions aminees protegees des residus histidyles sont 
deprotegees. 

c) Les signaux de reconnaissance sont lies a certains groupements NH3 + 
des residus entrainant une destabilisation des membranes. 

A titre d' exemple de fixation des signaux de reconnaissance sur la 
polylysine histidylee, on indique ci-apres la fixation d'oligosides. 

Les oligosides complexes tels que les asialo-oligosides bi-, tri- ou 
tetraantennes ou Lewis sont obtenus sous forme de derives phenylisothiocyanates 
de glycopeptides selon une methode decrite dans Monsigny et al., (Brevet 
Francais 9407738 (Monsigny, M., Sdiqui, N., Roche, A.C. and Mayer, R. 
1994 Nouveaux derives d'oligosides, leur procede de preparation et leurs 
applications) et Sdiqui et al., (1995 New synthesis of glyco-amino acid 
conjugates. Carbohyd. Letters 1:269-275). Les glycopeptides sous la forme de 
derives phenylisothiocyanates sont fixes en milieu aqueux tamponne a pH neutre 
sur certaines fonctions otNH2 des residus histidyles ; a ce pH, la fixation sur les 
NH3+ lysines est tres faible, voire impossible. 

C) Methode IX 

polylysine imidazolee 

a) les motifs monomeres du polymere comportant une fonction NH3 + 
libre sont partiellement substitues par des residus entrainant une destabilisation 
des membranes cellulaires. S'agissant de la fixation de residus entrainant une 
destabilisation des membranes cellulaires, par exemple un sel de polylysine 
(notamment sous forme de p-toluene sulfonate) est dissous dans un solvant 
organique (notamment le dimethylsulfoxyde) en presence d'une base (notamment 
la diisopropylethylamine), de molecules entrainant une destabilisation des 
membranes cellulaires (notamment le 4-carboxymethyl-imidazole) et d'un agent 
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de couplage (notamment I'hexafluorophosphate de benzotriazolyl-N- 
oxy tr isdimethy laminophosphonium) . 

b) Les signaux de reconnaissance sont lies sur certains noyaux imidazole 
des residus entrainant une destabilisation des membranes. 
5 A titre d ! exemple de fixation des signaux de reconnaissance sur la 

poly lysine imidazolee, on indique ci-apres la fixation de peptides ou des 
glycopeptides. 

Les residus imidazole peuvent etre facilement alkyles en milieu neutre par 
des composes possedant un groupement active tel que par exemple, 

10 l'iodoacetamide ou ses derives ; ceci est connu depuis les travaux de Korman S. 

et Clarke H.T. en 1956 (J. Biol. Chem. 113:133). L'alkylation des imidazoles 
par un derive de Tiodoacetamide s'effectue a pH voisin de la neutrality 7,0 par 
exemple. A ce pH, les groupes £-amines de la lysine ne sont pas affectes, ils le 
seraient a pH beaucoup plus alcalin 9 ou au dela. Les signaux de reconnaissance 

15 de nature peptidique ou glycopeptidique (Monsigny et a/., Brevet Fran?ais 

9407738. 1994 Nouveaux derives d f oligosides, leur precede de preparation et 
leurs applications et Sdiqui et aL, 1995 New synthesis of glyco-amino acid 
conjugates. Carbohyd. Letters 1:269-275) peuvent etre facilement substitues par 
un groupement iodoacetamide. Les derives du type ICH2CONHR : I-CH2-CO- 

20 NH-peptide ou I-CH2-CO-NH-glycopeptide, sont fixes en milieu aqueux 

tamponne a pH neutre sur 1* azote 3 et avec une efficacite moindre sur T azote 1, 
conduisant a des derives A^-carboxymethyl stables. On peut egalement utiliser 
des derives du bromoacetamide qui sont egalement d'excellents reactifs pour 
alkyler des residus imidazole (voir par exemple Henrikson et aL, 1965 J. Biol. 

25 Chem. 240:2921). Ce type de substitution, sous reserve de substituer un faible 

nombre de residus imidazole par des signaux de reconnaissance ayant une haute 
af finite suffisante pour leur recepteur, ne fait pas perdre au poly mere substitue 
par des residus imidazole sa capacite destabilisatrice des membranes a pH 
legerement acide. 

30 IV) Les signaux de reconnaissance sont fixes sur certains residus 

neutralisants. 

A) Methode XIII 

polylysine gluconoylee et imidazolee 

a) les motifs monomeres du polymere comportant une fonction NH34- 
35 libre sont partiellement substitues par des residus non charges entrainant une 

diminution de charge. S'agissant de la fixation des residus entrainant la 
diminution de charge, par exemple un sel de polylysine (notamment sous forme 
de /?-toluene sulfonate) est dissous dans un solvant organique (notamment le 
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dimethylsulfoxyde) en presence d'une base (notamment la 
diisopropylethylamine) et par deux acides organiques hydroxyles actives 
(notamment la 6-desoxy-6-iodo-8-gluconolactone pour une part et la 
8-gluconolactone pour 10 a 50 parts). 

b) les motifs monomeres du polymere comportant une fonction NH3 + 
libre sont partiellement substitues par des residus entrainant une destabilisation 
des membranes cellulaires. S'agissant de la fixation de residus entrainant une 
destabilisation des membranes cellulaires, par exemple un sel de poly lysine 
(notamment sous forme de p-toluene sulfonate) est dissous dans un solvant 
organique (notamment le dimethylsulfoxyde) en presence d'une base (notamment 
la diisopropylethylamine), de molecules entrainant une destabilisation des 
membranes cellulaires (notamment le 4-carboxymethyl-imidazole) et d'un agent 
de couplage (notamment rhexafluorophosphate de benzotriazolyl-N- 
oxy trisdimethylaminophosphonium) . 

c) Les signaux de reconnaissance sont lies a certains des residus 
neutralisants. 

A titre d f exemple de fixation des signaux de reconnaissance sur la 
poly lysine gluconoylee et histidylee, on indique ci-apres la fixation d'oligosides. 

Les oligosides complexes tels que les asialo-oligosides bi-, tri- ou 
tetraantennes ou Lewis derives en glycopeptides avec une fonction dithiopyridyle 
(p < yroglutamyl-NH-(CH2)2-S-S-pyridine) selon une methode decrite dans 
Monsigny et al, (Brevet Fran?ais 9407738 (Monsigny, M., Sdiqui, N., Roche, 
A.C. and Mayer, R. 1994 Nouveaux derives d'oligosides, leur procede de 
preparation et leurs applications) et Sdiqui et aL , (1995 New synthesis of glyco- 
amino acid conjugates. Carbohyd. Letters 1:269-275) sont reduits par le 
triscarboxyethylphosphine en milieu neutre (pH voisin de 7,0) par exemple et 
fixes en milieu aqueux tamponne a pH legerement alcalin (aux environs de pH 
8,5) sur les residus 6-desoxy-6-iodo-gluconoyles du polymere. Ce type de 
substitution, sous reserve de substituer un faible nombre de residus imidazole 
par des signaux de reconnaissance ay ant une haute affinite pour leur recepteur, 
ne fait pas perdre au polymere substitue par des residus imidazole sa capacite 
detabilisatrice des membranes a pH legerement acide. 

B) Methode XIII 

polylysine gluconoylee et imidazolee 

a) les motifs monomeres du polymere comportant une fonction NH3 + 
libre sont partiellement substitues par des residus non charges entrainant une 
diminution de charge. S f agissant de la fixation des residus entrainant la 
diminution de charge, par exemple un sel de polylysine (notamment sous forme 
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de /?-toluene sulfonate) est dissous dans un solvant organique (notamment le 
dimethylsulfoxyde) en presence d'une base (notamment la 
diisopropylethylamine) et par deux acides organiques hydroxyles actives 
(notamment la 6-bromoacetamido-L-gulono-l,5 lactone pour une part et la 
8-gluconolactone pour 10 a 50 parts). La 6-bromoacetamido-L-gulono-l,5 
lactone est obtenue apres reduction par le cyanoborohydrure de l'imine obtenue 
en melangeant une solution ammoniacale (NH4OH ou (NH4)2C03) et une 
solution d'acide uronique, Tacide glucuronique par exemple, puis par acylation 
de 1' amine par un bromoacetate active, par exemple 1' anhydride bromoacetique 
ou le bromo acetate de succinimidyle. 

b) les motifs monomeres du polymere comportant une fonction NH3 + 
libre sont partiellement substitues par des residus entrainant une destabilisation 
des membranes cellulaires. S'agissant de la fixation de residus entrainant une 
destabilisation des membranes cellulaires, par exemple un sel de poly lysine 
(notamment sous forme de /?-toluene sulfonate) est dissous dans un solvant 
organique (notamment le dimethylsulfoxyde) en presence d'une base (notamment 
la diisopropylethylamine), de molecules entrainant une destabilisation des 
membranes cellulaires (notamment le 4-carboxymethyl-imidazole) et d'un agent 
de couplage (notamment l'hexafluorophosphate de benzotriazolyl-N- 
oxy trisdimethy laminophosphonium) . 

c) Les signaux de reconnaissance sont lies a certains des residus 
neutralisants. 

A titre d' exemple de fixation des signaux de reconnaissance sur la 
poly lysine gluconoylee et histidylee, on indique ci-apres la fixation d'oligosides. 

Les oligosides complexes tels que les asialo-oligosides bi-, tri- ou 
tetraantennes ou Lewis derives en glycopeptides avec une fonction dithiopyridyle 
(pyraglutamyl-NH-(CH2)2-S-S-pyridine) selon une methode decrite dans 
Monsigny et aL, (Brevet Frangais 9407738 (Monsigny, M., Sdiqui, N., Roche, 
A.C. and Mayer, R. 1994 Nouveaux derives d'oligosides, leur procede de 
preparation et leurs applications) et Sdiqui et aL , (1995 New synthesis of glyco- 
amino acid conjugates. Carbohyd. Letters 1:269-275) sont reduits par le 
triscarboxyethylphosphine en milieu neutre (pH voisin de 7,0) par exemple et 
fixes en milieu aqueux tamponne a pH legerement alcalin (aux environs de pH 
8,5) sur les residus bromoacetamido gulonyle du polymere. Ce type de 
substitution, sous reserve de substituer un faible nombre de residus imidazole 
par des signaux de reconnaissance ay ant une haute af finite pour leur recepteur, 
ne fait pas perdre au polymere substitue par des residus imidazole sa capacite 
destabilisatrice des membranes a pH legerement acide. 
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Le complexe acide nucleique/conjugue polymerique est obtenu en 
melangeant une solution de 1' acide nucleique concerne et une solution du 
conjugue polymerique. De preference, lesdites solutions sont preparees a partir 
du serum physiologique ou d'un tampon ou d'un milieu cytocompatible. 
5 Selon un mode de realisation avantageux de 1' invention, on utilise un 

complexe tel que decrit ci-dessus ou un conjugue tel que decrit ci-dessus pour la 
transfection in vitro, ex vivo ou in vivo de cellules a l'aide d'un gene, notamment 
ceux definis precedemment. 

Selon un mode de realisation avantageux de T invention, on utilise un 
10 complexe ou un conjugue tels que decrits ci-dessus, se caracterisant en ce que 

les cellules sont choisies parmi: 

- des cellules souches hematopoietiques; 

- des cellules dendritiques; 

- cellules du foie; 

15 - cellules des muscles squelettiques; 

- cellules de la peau: 

. fibroblastes, 
. keratinocytes, 
. cellules dendritiques, 
20 . melanocytes. 

- cellules des parois vasculaires; 

. endothelials; 

• musculaires lisses; 

- cellules epitheliales des voies aeriennes; 
25 - cellules du systeme nerveux central; 

- cellules cancereuses; 

- cellules du systeme immunitaire, telles que des lymphocytes, des 
macrophages, des cellules NK etc... 

Selon un mode de realisation avantageux de T invention, la methode de 
30 transfection in vitro ou ex vivo, se caracterise en ce que Ton met en presence un 

complexe tel que decrit precedemment dans un milieu contenant des cellules a 
transfecter, dans des conditions telles qu f il y a: 

- passage du complexe a partir du milieu dans le cytoplasme des 

cellules, 

35 - relargage de T acide nucleique implique dans le susdit complexe dans 

le cytosol et/ou le noyau des cellules, 

- transcription et expression de T acide nucleique dans les cellules 
transferees, 
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- expression de la proteine correspondant au gene transfecte. 
L' invention concerne egalement une composition pharmaceutique, qui se 
caracterise en ce qu'elle comprend a titre de substance active, Tun au moins des 
complexes tels que deer its ci-dessus, ou Tun au moins des conjugues tels que 
5 decrits ci-dessus, en association avec un vehicule pharmaceutiquement 

acceptable. 

Selon un mode de realisation avantageux de l 1 invention, on utilise un 
complexe tel que decrit ci-dessus ou un conjugue tel que decrit ci-dessus pour la 
preparation d'un medicament destine par exemple au traitement de deficience 
10 metabolique congenitale ou acquise, ou au traitement de tumeurs, ou pour la 

preparation d'un vaccin, par exemple vaccin contre la grippe. 

L 1 invention a egalement pour objet une trousse ou un kit comprenant: 

- un conjugue polymerique tel que decrit ci-dessus, tel que la poly lysine, 
substitute par un residu entrainant en milieu faiblement acide une destabilisation 

15 des membranes cellulaires, ce conjugue polymerique etant apte a comporter 

eventuellement un signal de reconnaissance, lequel est prealablement fixe ou non 
sur le susdit conjugue polymerique, ledit signal de reconnaissance etant fonction 
de la cellule a cibler, 

- eventuellement un plasmide contenant au moins un gene a transferer, et 
20 eventuellement le systeme de regulation de 1' expression du susdit gene, 

- des reactifs permettant la fixation eventuelle du signal de reconnaissance 
sur le susdit conjugue polymerique, 

- des reactifs permettant la formation d'un complexe tel que decrit ci- 
dessus, ou entre le conjugue polymerique et le gene a transferer, ou entre le 

25 conjugue polymerique et un plasmide contenant le gene a transferer, 

- des reactifs permettant la transfection de la cellule par le susdit 
complexe. 

DESCRIPTION DES FIGURES : 

30 

Figure 1 

Elle represente un fragment de poly lysine (DP 190) partiellement 
substitute par des residus histidyle. 



35 



Figure 2 

Elle represente le spectre RMN a 300 MHz dans D2O de la polylysine 
(DP 190) substitute par 70 residus histidyle : 
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1,28 a 1,88 ppm : 6 protons des carbones 3, 4 et 5 des lysines substitutes 
ou non substitutes. 

2,39 ppm : protons du groupe CH3 du /?-toluene sulfonate 
2,75 ppm : trace de DMSO 

2,99 ppm : 2 protons du carbone 6 d'un residu lysyle non substitue 
3,15 ppm : 2 protons du carbone 6 d'un residu lysyle substitue 

3.35 ppm : 2 protons du carbone 9 d'un residu histidyle 

4.36 ppm : 2 protons des carbones 2 et 8 
4,78 ppm : pic de l'eau 

7,36 ppm : 2 protons (doublet, constante de couplage en ortho = 7,97 Hz) 
des protons des carbones 2 et 6 du cycle aromatique du /^-toluene sulfonate 

7,42 ppm : 1 proton du carbone 11 d'un residu histidyle 

7,71 ppm : 2 protons (doublet, constante de couplage en ortho = 8,01 Hz) 
des protons des carbones 3 et 5 du cycle aromatique du /?-toluene sulfonate 

8,7 ppm : 1 proton du carbone 12 d'un residu histidyle. 

Figure 3 

Elle concerne la preparation de la poly lysine (DP 190) partiellement 
substitute par 70 rtsidus histidyle. 

La poly-L-lysine sous forme bromhydrate (masse moleculaire moyenne 
40 000 ; degre de polymerisation moyen 190) (1 g dans 200 ml H2O) provenant 
de chez Bachem Feinchemikalien (Budendorf, Suisse) est d'abord passee sur une 
colonne echangeuse d'anions (Dowex 2x8, forme OH- ; 35 x 2,5 cm) dans le 
but d'enlever le bromure qui est toxique pour les cellules. La solution de 
polylysine est neutralisee avec une solution d'acide p-toluene sulfonique a 10% 
dans l'eau puis lyophilisee. 

La polylysine est partiellement substitute avec des rtsidus histidyle comme 
suit : la polylysine sous forme p-toluene sulfonate (50 mg ; 0,96 pinoles) 
dissoute dans 3 ml de DMSO (dimtthylsulfoxide) en presence de 
diisopropylethylamine (42 /xl ; 288 pinoles), est mise a rtagir pendant 24 heures 
a 20°C avec 32 mg de (Boc)His(Boc)-OH (96 /mioles) en presence de 43 mg 
d'hexafluorophosphate de benzotriazolyl N-oxytrisdimtthylaminophosphonium 
(BOP) (97 ^tmoles). Les rtsidus histidyle sont ensuite dtprottgts en presence de 
20 ml d'un mtlange eau et acide trifluoroacttique (TFA) (50/50 V/V) pendant 
24 heures a 20° C. L'eau et le TFA sont tlimints par tvaporation sous pression 
reduite. Le polymere est prtcipitt en ajoutant 10 volumes d'isopropanol. Apres 
centrifugation (1800 g x 15 minutes), le culot est lavt avec de Tisopropanol et 
rtcuptrt apres une nouvelle centrifugation. Le culot est repris dans l'eau 
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distillee et la solution est lyophilisee. Le nombre x de residus histidyle fixe par 
molecule de polylysine est determine par RMN du proton comme suit : 

x = 6<h 8-7 / h Lys )DP 
ou hg 7 est T integrate du pic a 8,7 ppm correspondant au proton du carbone 12 
d'un residu histidyle, hLy S est 1'integrale des pics entre 1,28 et 1,88 ppm 
correspondant aux 6 protons des carbones 3, 4 et 5 des residus lysine et DP est 
le degre de polymerisation de la polylysine (DP = 190). Le nombre de residus 
histidyle fixe par molecule de polylysine est x, x = 70 dans la preparation 
decrite ci-dessus. 

Figure 4 

Elle represente le transfert de genes dans les cellules HepG2 en utilisant la 
polylysine (DP 190) partiellement substituee par des residus histidyle (HispLK). 

Les complexes ADN/HispLK sont formes en melangeant le plasmide 
pCMVLUC (10 ixg dans 0, 7 ml de DMEM) et la polylysine substituee par 
70 residus histidyle (40 fxg dans 0, 3 ml de DMEM). Apres 30 minutes a 20°C, 
la solution contenant les complexes est diluee une fois avec du DMEM et 
completee avec 5% de serum bovin foetal. Les complexes ADN/pLK sont 
formes en melangeant le plasmide pCMVLUC (10 //g dans 0, 7 ml de DMEM) 
et la polylysine (5 jig dans 0, 3 ml de DMEM). Apres 30 minutes a 20°C, la 
solution contenant les complexes est diluee une fois avec du DMEM et 
completee avec 5% de serum bovin foetal et eventuellement avec 100 de 
chloroquine (+ chloro) ou 20 fiM d'un peptide fusiogene (+ E5CA) 
(GLFE AIAEFIEGGWEGLIEGC A) . Le milieu dans lequel les cellules HepG2 
(3 x 10^ cellules/4 cm^) ont pousse pendant 24 heures, est elimine et remplace 
par une solution (1 ml) contenant un complexe ADN/polymere (5 /ig/ml 
d'ADN). Apres 4 heures d ! incubation a 37 °C, le milieu des cellules est de 
nouveau elimine et les cellules sont incubees dans du milieu de culture en 
presence de 10% de serum bovin foetal. L' expression du gene de la luciferase a 
ete determinee 48 heures apres la transfection, en mesurant, pendant 4 secondes 
la luminescence emise (RLU : valeurs relatives de la lumiere emise exprimees 
en unites arbitraires) dans les lysats cellulaires. 

Dans ces conditions, 1 pg/ml de luciferase produit 2000 RLU. 

En allant de gauche a droite sur Taxe des abscisses, le premier rectangle 
correspond au complexe ADN/poly lysine histidylee, le deuxieme rectangle 
correspond au complexe ADN/poly lysine, le troisieme rectangle correspond au 
complexe ADN/polylysine additionne de chloroquine, le quatrieme rectangle 
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correspond au complexe ADN/polylysine additionne du peptide fusiogene 
E5CA. 

En encadre : variation de l'efficacite de transfection en fonction de la 
quantite de plasmide. 

5 

Figure 5 

Elle concerne le transfert de genes dans les cellules HepG2 en utilisant la 
poly lysine (DP 190) partiellement substitute par des residus histidyle. Elle 
represente l 1 influence du nombre de residus histidyle fixe par molecule de 

10 poly lysine sur l'efficacite de la transfection. 

En allant de gauche a droite sur l'axe des abscisses, le premier rectangle 
correspond au complexe ADN/polylysine non substitue, le deuxieme rectangle 
correspond au complexe ADN/polylysine substitue par 19 residus d* histidyle, le 
troisieme rectangle correspond au complexe ADN/polylysine substitue par 

15 30 residus d'histidyle, le quatrieme rectangle correspond au complexe 

ADN/polylysine substitue par 46 residus d f histidyle, le cinquieme rectangle 
correspond au complexe ADN/polylysine substitue par 63 residus d'histidyle, le 
sixieme rectangle correspond au complexe ADN/polylysine substitue par 
70 residus d'histidyle et le septieme rectangle correspond au complexe 

20 ADN/polylysine substitue par 84 residus d'histidyle. 

Les complexes ADN/HispLK sont formes en melangeant le plasmide 
pCMVLUC (10 /xg dans 0, 7 ml de DMEM) et la polylysine substitute par un 
nombre variable de residus histidyle (40 /xg dans 0, 3 ml de DMEM). Apres 
30 minutes a 20°C, la solution contenant les complexes est diluee une fois avec 

25 du DMEM et completee avec du serum bovin foetal (concentration finale 10%). 

Le milieu dans lequel les cellules HepG2 (3 x 10 5 cellules/4 cm^) ont pousse 
pendant 24 heures, est elimine et remplace par une solution (1 ml) contenant un 
complexe ADN/polymere (5 /xg/ml d'ADN). Apres 4 heures d 1 incubation a 
37 °C, le milieu des cellules est de nouveau elimine et les cellules sont incubees 

30 dans du milieu de culture en presence de 10% de serum bovin foetal. 

L ! expression du gene de la lucif erase a ete determinee 48 heures apres la 
transfection, en mesurant, pendant 4 secondes, la luminescence emise (RLU : 
valeurs relatives de la lumiere emise exprimees en unites arbitraires) dans les 
lysats cellulaires. 

35 Dans ces conditions, 1 pg/ml de luciferase produit 2000 RLU. 



Figure 6 



WO 98/22610 



43 



PC17FR97/02022 



Elle concerne le transfert de genes dans les cellules HOS en utilisant la 
poly lysine (DP 190) partiellement substitute par des residus histidyle. Elle 
represente 1' influence sur l'efficacite de la transfection du rapport 
ADN/polymere (exprime sur les abscisses en /xg de polymere pour 10 fig 
d'ADN) dans les complexes pCMVLUC/His^pLK. 

Les complexes ADN/HispLK sont formes en melangeant le plasmide 
pCMVLUC (10 /xg dans 0,7 ml de DMEM) et differentes quantite de poly lysine 
substitute par 84 residus histidyle dans 0, 3 ml de DMEM. Apres 30 minutes a 
20 °C, la solution contenant les complexes est dilute une fois avec du DMEM et 
completee avec 1% de serum bovin foetal. Le milieu dans lequel les cellules 
HOS (2 x 10^ cellules/4 cm^) ont pousse pendant 24 heures est tlimint et 
remplace par une solution (1 ml) contenant un complexe ADN/polymere 
(5 /xg/ml d'ADN). Apres 4 heures d f incubation a 37 °C, le milieu des cellules est 
de nouveau elimine et les cellules sont incubees dans du milieu de culture en 
presence de 10% de serum bovin foetal. L' expression du gene de la luciferase a 
ett determinee 48 heures apres la transfection, en mesurant pendant 4 secondes 
la luminescence tmise (RLU : valeurs relatives de la lumiere emise exprimees 
en unites arbitrages) dans les lysats cellulaires. 

Dans ces conditions, 1 pg/ml de luciferase produit 2000 RLU. 

Figure 7 

Elle concerne le transfert de genes dans les cellules HepG2 en utilisant la 
poly lysine (DP 190) partiellement substitute par des residus histidyle. Elle 
represente T influence du temps d' incubation (exprime en heures sur les 
abscisses) des complexes pCMVLUC/HisyopLK avec les cellules sur Tefficacite 
de la transfection. Les complexes ADN/HispLK sont formes en melangeant le 
plasmide pCMVLUC (10 /xg dans 0, 7 ml de DMEM) et la polylysine substitute 
par 70 residus histidyle (40 /xg dans 0, 3 ml de DMEM). Apres 30 minutes a 
20 °C, la solution contenant les complexes est dilute une fois avec du DMEM et 
complttte a 10% avec du strum bovin foetal. Le milieu dans lequel les cellules 
HepG2 (3 x 10^ cellules/4 cm^) ont pousst pendant 24 heures est tlimint et 
remplact par une solution (1 ml) contenant un complexe ADN/polymere 
(5 /xg/ml d'ADN). Apres les differents temps d 1 incubation a 37 °C, le milieu des 
cellules est de nouveau tlimint et les cellules sont incubtes dans du milieu de 
culture en presence de 10% de strum bovin foetal. L'expression du gene de la 
luciferase a ttt dtterminte 48 heures apres la transfection, en mesurant, pendant 
4 secondes la luminescence tmise (RLU : valeurs relatives de la lumiere tmise 
exprimtes en unitts arbitraires) dans les lysats cellulaires. 
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Dans ces conditions, 1 pg/ml de luciferase produit 2000 RLU. 
Figure 8 

Elle concerne le transfert de genes dans les cellules HepG2 en utilisant la 
poly lysine (DP 190) partiellement substitute par des residus histidyle. Elle 
represente 1' influence sur l'efficacite de la transfection de la quantite de serum 
bovin foetal (exprime sur l'axe des abscisses en % de serum dans le milieu 
utilise) present pendant T incubation des complexes pCMVLUC/HisygpLK avec 
les cellules. Les complexes ADN/HispLK sont formes en melangeant le 
plasmide pCMVLUC (10 fxg dans 0, 7 ml de DMEM) et la poly lysine substitute 
par 70 residus histidyle (40 [jig dans 0, 3 ml de DMEM). Apres 30 minutes a 
20°C, la solution contenant les complexes est dilute une fois avec du DMEM et 
completee avec differentes quantite de serum bovin foetal. Le milieu dans lequel 
les cellules HepG2 (3 x 10^ cellules/4 cm^) ont pousse pendant 24 heures, est 
elimine et remplace par une solution (1 ml) contenant un complexe 
ADN/polymere (5 /xg/ml d'ADN). Apres 4 heures d'incubation a 37°C, le 
milieu des cellules est de nouveau elimine et les cellules sont incubees dans du 
milieu de culture en presence de 10% de serum bovin foetal. L' expression du 
gene de la luciferase a ete determinee 48 heures apres la transfection, en 
mesurant, pendant 4 secondes la luminescence emise (RLU : valeurs relatives de 
la lumiere emise exprimees en unites arbitraires) dans les lysats cellulaires. 

Dans ces conditions, 1 pg/ml de luciferase produit 2000 RLU. 

Figure 9 

Elle concerne le transfert de genes dans differentes lignees cellulaires en 
utilisant la poly lysine (DP 190) substitute par 84 residus histidyle. Les 
complexes ADN/HispLK sont formes en melangeant le plasmide pCMVLUC 
(10 fxg dans 0, 7 ml de DMEM) et de la poly lysine substitute par 84 rtsidus 
histidyle dans 0, 3 ml de DMEM. Apres 30 minutes a 20°C, la solution 
contenant les complexes est dilute une fois avec du DMEM et complttee a 10% 
avec du serum bovin foetal. Le milieu dans lequel les cellules 
(2-3 x 10^ cellules/4 cm^) ont pousst pendant 24 heures, est tlimine et remplact 
par une solution contenant un complexe ADN/polymere (5 /xg/ml d'ADN). 
Apres 4 heures d' incubation a 37 °C, le milieu des cellules est de nouveau 
elimine et les cellules sont incubtes dans du milieu de culture en prtsence de 
10% de strum bovin foetal. L'expression du gene de la luciftrase a ttt 
dtterminte 48 heures apres la transfection, en mesurant, pendant 4 secondes la 
luminescence tmise (RLU : valeurs relatives de la lumiere tmise exprimees en 
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unites arbitraires) dans les lysats cellulaires. HepG2 = lignee de cellules 
derivant d'un hepatocarcinome humain ; HOS = lignee de cellules derivant d'un 
osteosarcome humain; MCF-7 ; lignee de cellules derivant d'un adenocarcinome 
humain ; B16 = lignee de cellules derivant d'un melanome murin ; COS = 

5 lignee de cellules derivant de cellules de reins de singe transformees par SV40 ; 

Rbl = lignee de cellules derivant de cellules musculaires lisses d'aorte de 
lap in ; HeLa = lignee de cellules epitheloi'des humaines ; 16 HBE = lignee de 
cellules epitheliales des voies respiratoires humaines normales ; 2CFTE = 
lignee de cellules epitheliales des voies respiratoires humaines deficientes pour 

10 le gene responsable de la mucoviscidose (CFTR). 

Preparation de la polylysine histidylee substitute par le lactose 

- preparation de la polylysine substitute par des goupements thiol actives 
La polylysine sous forme hydrobromide (masse moleculaire moyenne 

15 40 000 ; degre de polymerisation moyen 190) (1 g dans 200 ml H2O) provenant 

de chez Bachem Feinchemikalien (Budendorf, Suisse) est d'abord passee sur une 
colonne echangeuse d ! anions (Dowex 2x8, forme OH- ; 35 x 2,5 cm) dans le 
but d'enlever le bromure qui est toxique pour les cellules. La solution de 
polylysine est neutralisee avec une solution d'acide /7-toluene sulfonique a 10% 

20 dans l'eau puis lyophilisee. 

La polylysine /?-toluene sulfonate (50 mg ; 0,91 //mol) est dissoute dans 
2 ml de DMSO et mise a reagir a 20°C pendant 12 h avec Tester 
N-hydroxysuccinimide du 4-carbonyl-a-methyl-a-(2-pyridinyldithio) toluene 
(SMPT, Pierce, USA) (5,3 mg ; 13,6 /xmol). La polylysine substitute par des 

25 groupes carbonyl a-methyl-a-(2-pyridinyldithio)toluene (=MPT-pLK) est 

precipite en ajoutant 10 volumes d'isopropanol. Apres centrifugation (1800 g x 
15 minutes), le culot est lave avec de l'isopropanol et recupere apres une 
nouvelle centrifugation. Le culot est repris dans Teau distillee et la solution est 
lyophilisee. Le nombre moyen de molecules de MPT lie par molecule de 

30 polylysine est determine par absorbance a 343 nm de la pyridine thione (s = 

8080 M~l x cm~l) liberee par reduction quantitative de la liaison disulfure a 
Taide de (TCEP : tris-carboxyethylphosphine) : le nombre moyen de MPT par 
molecule de polylysine est 10. 

- preparation de la polylysine histidylee substitute par des goupements 
35 thiol actives. 

La polylysine sous forme />-toluene sulfonate substitute par 10 residus 
MPT (50 mg ; 0,96 /xmoles) dissoute dans 3 ml de DMSO (dimethylsulfoxide) 
en presence de diisopropylethylamine (42 /xl ; 288 pinoles), est mise a reagir 
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pendant 24 heures a 20°C avec 32 mg de (Boc)His(Boc)-OH (80 /xmoles) en 
presence de 43 mg d'hexafluorophosphate de benzotriazolyl N-oxytris- 
dimethylaminophosphonium (BOP) (97 /mioles). Les residus histidyle sont 
ensuite deproteges en presence de 20 ml d'un melange eau et acide 
trifluoroacetique (TFA)(50/50 V/V) a 50% pendant 24 heures a 20°C. L'eau et 
le TFA sont elimines par evaporation sous pression reduite. Le polymere est 
precipite en ajoutant 10 volumes d'isopropanol. Apres centrifugation (1800 g x 
15 minutes), le culot est lave avec de l'isopropanol et recupere apres une 
nouvelle centrifugation. Le culot est repris dans l'eau distillee et la solution est 
lyophilisee. Le nombre de residus histidyle fixe par molecule de polylysine, 
determine par RMN du proton est 60. 
- reduction du dithiopyridyle 

L'oligoside est d'abord transforme en glycopeptide selon une methode 
decrite dans la demande de Brevet Frangais 9407738 (Monsigny, M., Sdiqui, 
N., Roche, A.C. and Mayer, R. (1994) Nouveaux derives d'oligosides, leur 
procede de preparation et leurs applications). 

Le glycopeptide est fixe sur la polylysine partiellement histidylee via un 
pont disulfure. 

Le Gaip4Glc(i-pyroglutamyl-NH-(CH2)2-S-S-pyridine (3 /xmol) est traite 
par 3,5 /xmole de TCEP (tris-carboxyethylphosphine) dans un tampon phosphate 
de sodium 0,lMapH7(l ml), pendant 1 h a 20 °C. Cette solution est ajoutee a 
la polylysine partiellement histidylee substitute par 10 residus MPT (10 mg ; 
0,2 /Limoles) dissoute dans le tampon phosphate de sodium 0,1 M a pH 7 (1 ml). 
Apres 1 h a 20 °C, le polymere est precipite par addition de 10 volumes 
d'isopropanol. Le precipite est recupere apres centrifugation (1 800 g, 15 min) 
et lave dans Tisopropanol puis dissous dans l'eau et lyophilise. 

Le rendement de la reaction de couplage dans les conditions utilisees est 
egal ou superieur a 90%. 



Preparation de la polylysine histidylee et substitute par un oligoside 
complexe : le Lewis^ 

Exemple du Lewis b = Fuca4(Fuca2Gaip3)GlcNAcp3Gal(34Glc 
Les oligosides complexes ayant un residu glucose (Glc) ou N-acetyl 
glucosamine (GlcNAc) en position reductrice sont d'abord transformes en 
glycopeptides selon une methode decrite dans la demande de Brevet Fran?ais 
9407738 (Monsigny, M., Sdiqui, N., Roche, A.C. and Mayer, R. (1994) 
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Nouveaux derives d' oligosides, leur precede de preparation et leurs 
applications). 

Les oligosides complexes sont fixes sur la polylysine partiellement 
histidylee selon une liaison du glycopeptide a la polylysine histidylee via un pont 
disulfure. 

L ' oligoside Fuca4(Fuccc2Galp3)GlcN AcP3 Gaip4Glc est derive en 
glycopeptide Fuca4(Fuca2Gaip3)GlcNAcP3Galp4Glcp-pyroglutamyl-R. Le 
groupe carboxylique du pyroglutamyle est substitue par une fonction 
dithiopyridine pour donner le glycopeptide : Fucot4(Fuca2Gaip3)GlcNAcp3Gal 
p4Glcp-pyroglutamyl-NH-(CH2)2-S-S-pyridine (demande de Brevet Frangais 
9407738 : Monsigny, M., Sdiqui, N., Roche, A.C. and Mayer, R. (1994) 
Nouveaux derives d f oligosides, leur procede de preparation et leurs applications 
et Quetard et aL, Simple synthesis of novel glycosynthons for glycoconjugate 
preparation : oligosylpyroglutamyl derivatives, en preparation). 

-reduction du glycopeptide 

Le glycopeptide (2 /*mol) est traite par 2,2 /xmole de TCEP (tris- 
carboxyethylphosphine) dans un tampon phosphate de sodium 0,1 M a pH 7 
(1 ml), pendant 1 h a 20 °C. Cette solution est ajoutee a la polylysine 
partiellement histidylee substitute par 10 residus MPT (10 mg ; 0,2 /xmoles) 
dissoute dans le tampon phosphate de sodium 0,1 M a pH 7 (1 ml). Apres 1 ha 
20 °C, le polymere est precipite par addition de 10 volumes d'isopropanol. Le 
precipite est recupere apres centrifugation (1 800 g, 15 min) et lave dans 
l'isopropanol puis dissous dans Teau et lyophilise. 

Le rendement de la reaction de couplage dans les conditions utilisees est 
egal ou superieur a 90%. 

Preparation de la polylysine histidylee substitute par le peptide ANP 

- preparation de la polylysine substitute par des goupements thiol actives 
La polylysine sous forme bromhydrate (masse moleculaire moyenne 
40 000 ; degre de polymerisation moyen 190) (1 g dans 200 ml H2O) provenant 
de chez Bachem Feinchemikalien (Budendorf, Suisse) est d'abord passee sur une 
colonne echangeuse d' anions (Dowex 2x8, forme OH- ; 35 x 2,5 cm) dans le 
but d ! enlever le bromure qui est toxique pour les cellules. La solution de 
polylysine est neutralisee avec une solution d T acide p-toluene sulfonique a 10% 
dans Teau puis lyophilisee. 

La polylysine /^-toluene sulfonate (50 mg ; 0,91 /unol) est dissous dans 
2 ml de DMSO et mise a reagir a 20°C pendant 12 h avec Tester 
N-hydroxysuccinimide du 4-carbonyl-a-methyl-a-(2-pyridinyldithio) toluene 
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(SMPT, Pierce, USA) (5,3 mg ; 13,6 /xmol). Le polymere (MPT-pLK) est 
precipite en ajoutant 10 volumes d'isopropanol. Apres centrifugation (1800 g x 
15 minutes), le culot est lave avec de Tisopropanol et recupere apres une 
nouvelle centrifugation. Le culot est repris dans l'eau distillee et la solution est 
lyophilisee. Le nombre moyen de molecules de MPT lie par molecule de 
polylysine est determine par absorbance a 343 nm de la pyridine thione 
(e= 8080 M" 1 x cm" 1 ) liberee par reduction quantitative de la liaison disulfure a 
l'aide de (TCEP) : le nombre moyen de MPT est 10. 

- preparation de la polylysine histidylee substitute par des goupements 
thiol actives. 

La polylysine sous forme /7-toluene sulfonate substitute par 10 residus 
MPT (50 mg ; 0,96 /xmoles) dissoute dans 3 ml de DMSO (dimethylsulfoxide) 
en presence de diisopropylethylamine (42 /xl ; 288 /xmoles), est mise a reagir 
pendant 24 heures a 20 °C avec 32 mg de (Boc)His(Boc)-OH (80 /xmoles) en 
presence de 43 mg d'hexafluorophosphate de benzotriazolyl N- 
oxytrisdimethylaminophosphonium (BOP) (97 pinoles). Les residus histidyle 
sont ensuite deproteges en presence de 20 ml d'une solution d'acide 
trifluoroacetique (TFA) a 50% pendant 48 heures a 20 °C. L'eau et le TFA sont 
elimines par evaporation sous pression reduite. Le polymere est precipite en 
ajoutant 10 volumes d'isopropanol. Apres centrifugation (1800 g x 15 minutes), 
le culot est lave avec de l'isopropanol et recupere apres une nouvelle 
centrifugation. Le culot est repris dans l'eau distillee et la solution est 
lyophilisee. Le nombre x de residus histidyle fixe par molecule de polylysine, 
determine par RMN du proton est 60. 

- reduction du peptide ANP 

Le peptide ANP (CYSLRRSSAFGGRIDRIGAQSA) ayant sa cysteine en 
position N-terminale protegee sous forme thiopyridinyle (7,5 mg ; 2 /xmol) est 
mis a reagir a 20°C pendant 15 minutes avec du TCEP (0,7 mg ; 2 /xmol) dans 
1 ml de tampon 0,1 M NaCl, 0,1 M tris/HCl pH 7,6. 

- preparation de la polylysine histidylee substitute avec le peptide ANP 

La polylysine partiellement histidylee substitute par 10 molecules de MPT 
(MPT 10 -,His70PLK) (io mg ; 0,2 /xmol) dans 1 ml de tampon 0,1 M NaCl, 
0,1 M tris/HCl pH 7,6 est mise a reagir a 20°C pendant 24 heures avec 7,5 mg 
(2 /xmol) de peptide ANP dont la cysteine a ete reduite. Le polymere (ANP-5-, 
His7o-pLK) est precipite en ajoutant 10 volumes d'isopropanol. Apres 
centrifugation (1800 g x 15 minutes), le culot est lave avec de Tisopropanol et 
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recupere apres une nouvelle centrifugation. Le culot est repris dans l'eau 
distillee et la solution est lyophilisee. Le nombre moyen de molecules de peptide 
ANP fixe par molecule de polymere est determine par V analyse des acides 
amines du polymere par chromatographic a haute pression (HPLC) avec une 
colonne C^g (Supelcosil LC-18-DB, Supelco, Bellefonte, PA, USA) en phase 
inverse, apres hydrolyse du polymere dans HC1 5,6 N a 105 °C pendant 
72 heures et transformation des acides amines liberes en derives 
phenylthiohydantoine (PTH-aa). Le nombre moyen d'ANP par molecule de 
polymere est 8. 

Preparation de la polylysine histidylee substitute par la biotine 

La polylysine substitute par 60 residus histidyles (15 mg ; 0,28 /xmol) 
dissoute dans 1 ml de DMSO en pesence de DIEA (4 /xl ; 28 /xmol) est mise a 
reagir pendant 7 h a 20 °C avec Tester N-hydroxysuccinimide du 
6-(biotinamido)hexanoate (NHS-LC-biotine, Pierce, USA). Le polymere est 
precipite par addition de 10 volumes d'isopropanol. Le precipite est recupere 
apres centrifugation (1 800 g, 15 min) et lave dans l'isopropanol puis dissous 
dans Teau et lyophilise. 
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REVINDICATIONS 

1. Complexe entre au moins un acide nucleique (charge negativement) et 
au moins un conjugue polymerique charge positivement, la liaison entre l 1 acide 
nucleique et le conjugue polymerique etant de nature electros tatique, le conjugue 
polymerique contenant un polymere forme de motifs monomeres portant des 
fonctions NH3 + libres, et etant tel que : 

- les fonctions NH3 + libres des susdits motifs monomeres sont substitutes 
dans un rapport d'au moins 10%, avantageusement d ! environ 15% a environ 
45 % , notamment de 35 % , ce rapport etant determine par exemple par resonance 
magnetique nucleaire, par des residus protonables en milieu faiblement acide 
entrainant en milieu faiblement acide une destabilisation des membranes 
cellulaires, notamment la membrane des vesicules d'endocytose, et/ou des 
endosomes, 

- les susdits residus possedant en outre les proprietes suivantes : 

. ils comportent un groupe fonctionnel leur permettant d'etre fixes au 
susdit polymere, 

. ils ne sont pas actifs en tant que signal de reconnaissance reconnu 

par un recepteur membranaire cellulaire, 

. ils peuvent comporter au moins une fonction NH3 + libre, 

- les fonctions NH3~*" libres des susdits motifs monomeres pouvant etre 
egalement substitutes par des residus non charges entrainant une diminution des 
charges positives par rapport au meme conjugue polymerique non substitue, 
facilitant le relargage de l 1 acide nucleique au cours de la dissociation du 
complexe, 

- les susdits residus non charges possedant en outre les proprietes 
suivantes: 

. ils comportent au moins un groupe hydroxyle, 

. ils ne ne sont pas actifs en tant que signal de reconnaissance 

reconnu par un recepteur membranaire cellulaire, 

- des molecules constituant un signal de reconnaissance reconnu par un 
recepteur membranaire cellulaire etant eventuellement presents : 

. soit par substitution de certaines des fonctions NH3+ libres des 
susdits motifs monomeres (par exemple 8-NH3+ de la lysine), 
. soit sur certains des susdits residus non charges entrainant une 
diminution de charge (par exemple gluconoyle), notamment par les 
groupes hydroxy les des susdits residus non charges, 
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. soit sur certains des susdits residus entrainant une destabilisation 
des membranes cellulaires (par exemple imidazole acetyl), 
. soit par substitution de la fonction NH3+ eventuelle, libre des 
susdits residus entrainant une destabilisation des membranes 
cellulaires (par exemple histidine), 
sous reserve que V ensemble des fonctions NH3+ libres soit d'au moins 30% du 
nombre des motifs monomeres du squelette polymerique du susdit conjugue 
polymerique. 

2. Complexe entre au moins un acide nucleique (charge negativement) et 
au moins un conjugue polymerique charge positivement, la liaison entre 1' acide 
nucleique et le conjugue polymerique etant de nature electrostatique, le conjugue 
polymerique contenant un polymere forme de motifs monomeres portant des 
fonctions NH3 + libres, et etant tel que : 

- les fonctions NH3 + libres des susdits motifs monomeres sont substituees 
dans un rapport d'au moins 10%, avantageusement d' environ 15% a environ 
45%, notamment de 35%, ce rapport etant determine par exemple par resonance 
magnetique nucleaire, par des residus protonables en milieu faiblement acide 
entrainant en milieu faiblement acide une destabilisation des membranes 
cellulaires, notamment la membrane des vesicules d'endocytose et/ou des 
endosomes, 

- les susdits residus possedant en outre les proprietes suivantes : 

. ce sont des bases dont le pK en milieu aqueux est inferieur a 8, de 
sorte qu'une proportion superieure a 50% de ces bases liee a un 
polymere cationique ne soit pas protonee en milieu neutre de pH 7,4, 
. ils comportent un groupe fonctionnel leur permettant d'etre fixes au 
susdit polymere, 

. ils ne sont pas actifs en tant que signal de reconnaissance reconnu 

par un recepteur membranaire cellulaire, 

. ils peuvent comporter au moins une fonction NH3+ libre, 

- les fonctions NH3 + libres des susdits motifs monomeres pouvant etre 
egalement substituees par des residus non charges entrainant une diminution des 
charges positives par rapport au meme conjugue polymerique non substitue, 
facilitant le relargage de 1' acide nucleique au cours de la dissociation du 
complexe, 

- les susdits residus non charges possedant en outre les proprietes 
suivantes: 

. ils comportent au moins un groupe hydroxyle, 
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. ils ne sont pas actifs en tant que signal de reconnaissance reconnu 
par un recepteur membranaire cellulaire, 

- des molecules constituant un signal de reconnaissance reconnu par un 
recepteur membranaire cellulaire etant eventuellement presents : 

. soit par substitution de certaines des fonctions NH3+ libres des 
susdits motifs monomeres (par exemple 8-NH3+ de la lysine), 
. soit sur certains des susdits residus non charges entrainant une 
diminution de charge (par exemple gluconoyle), et notamment sur les 
groupes hydroxyles des susdits residus non charges entrainant une 
diminution de charge, 

. soit sur certains des susdits residus entrainant une destabilisation 
des membranes cellulaires (par exemple imidazole acetyl), 
. soit par substitution de la fonction NH3+ eventuelle, libre des 
susdits residus entrainant une destabilisation des membranes 
cellulaires (par exemple histidine), 
sous reserve que 1 ! ensemble des fonctions NH3 + libres soit d'au moins 30% du 
nombre des motifs monomeres du squelette polymerique du susdit conjugue 
polymerique. 

3. Complexe entre au moins un acide nucleique (charge negativement) et 
au moins un conjugue polymerique charge positivement, la liaison entre 1' acide 
nucleique et le conjugue polymerique etant de nature electrostatique, le conjugue 
polymerique contenant un polymere forme de motifs monomeres portant des 
fonctions NH3 + libres, et etant tel que : 

- les fonctions NH3 + libres des susdits motifs monomeres sont substitutes 
dans un rapport d'au moins 10%, avantageusement d f environ 15% a environ 
45%, notamment de 35%, ce rapport etant determine par exemple par resonance 
magnetique nucleaire, par des residus protonables en milieu faiblement acide 
entrainant en milieu faiblement acide une destabilisation des membranes 
cellulaires, notamment la membrane des vesicules d'endocytose, 

- les susdits residus possedant en outre les proprietes suivantes : 

. ils appartiennent a la famille des composes comportant un noyau 
imidazole, 

. ils appartiennent a la famille des quinolines, 
. ils appartiennent a la famille des pterines, 
. ils appartiennent a la famille des pyridines, 

. les susdits residus comportent un groupe fonctionnel leur 
permettant d'etre fixes au susdit polymere, 
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. ils peuvent comporter au mo ins une fonction NH3+ libre, 

. ils ne sont pas actifs en tant que signal de reconnaissance reconnu 

par un recepteur membranaire cellulaire, 

- les fonctions NH3 + libres des susdits motifs monomeres pouvant etre 
egalement substituees par au moins une molecule qui constitue un signal de 
reconnaissance reconnu par un recepteur membranaire cellulaire, et/ou par des 
residus non charges entrainant une diminution des charges positives par rapport 
au meme conjugue polymerique non substitue, facilitant le relargage de l'acide 
nucleique au cours de la dissociation du complexe, sous reserve que T ensemble 
des susdits residus contienne au moins 30% de fonctions NH3+ libres, 

- les fonctions NH3+ libres des susdits motifs monomeres pouvant etre 
egalement substituees par au moins une molecule constituant un signal de 
reconnaissance reconnu par un recepteur membranaire cellulaire, et/ou par des 
residus non charges entrainant une diminution des charges positives par rapport 
au meme conjugue polymerique non substitue, facilitant le relargage de l'acide 
nucleique par la dissociation du complexe, 

- les susdits residus non charges possedant en outre les proprietes 
suivantes: 

. ils component au moins un groupe hydroxy le, 

. ils ne sont pas actifs en tant que signal de reconnaissance reconnu 

par un recepteur membranaire cellulaire, 

- des molecules constituant un signal de reconnaissance reconnu par un 
recepteur membranaire cellulaire etant eventuellement presents : 

. soit par substitution de certaines des fonctions NH3+ libres des 
susdits motifs monomeres (par exemple 8-NH3+ de la lysine), 
. soit sur certains des susdits residus non charges entrainant une 
diminution de charge (par exemple gluconoyle) et notamment sur les 
groupes hydroxyles des susdits residus non charges entrainant une 
diminution de charge, 

. soit sur certains des susdits residus entrainant une destabilisation 
des membranes cellulaires (par exemple imidazole acetyl), 
. soit par substitution de la fonction NH3+ eventuelle, libre des 
susdits residus entrainant une destabilisation des membranes 
cellulaires (par exemple histidine), 
sous reserve que 1' ensemble des fonctions NH3 + libres soit d'au moins 30% du 
nombre des motifs monomeres du squelette polymerique du susdit conjugue 
polymerique. 
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4. Complexe selon Tune quelconque des revendications 1 a 3, dans lequel 
les residus entrainant en milieu faiblement acide une destabilisation des 
membranes cellulaires sont 

- des alkylimidazoles dans lequel le radical alkyle comporte de 1 a 10, 
5 notamment de 2 a 6 atomes de carbone, et dans lequel un seul des atomes 

d* azote du noyau imidazole est substitue, 

- ou des quinolines de formule : 




20 dans laquelle Ri represente H et R2 represente (CH2)n-C02-H, n etant un 

nombre entier variant de 1 a 10, et de preference valant de 1 a 3. 

5. Complexe selon Tune quelconque des revendications 1 a 3, 
dans lequel les residus entrainant une destabilisation des membranes cellulaires 

25 sont choisis parmi : histidine, 4-carboxymethyl-imidazole, 3-(l-methyl-imidazol- 

4yl)-alanine, 3-(3-methyl-imidazol-4yl)-alanine, 2-carboxy-imidazole, histamine, 
acide 3-(imidazol-4yl)-L-lactique, 2-(l-methyl-imidazol-4yl)ethylamine, 
2-(3-methyl-imidazol-4y l)ethylamine , p-alanyl-histidine-(carnosine) , 7-chloro- 
4(amino- 1 -methy lbuty lamino)-quinoline , N 4 -(7-chloro-4-quinoliny 1)- 1 ,4- 

30 pentanediamine , 8-(4-amino- 1 -methy lbuty lamino)-6-methoxy-quinoline 

(primaquine) , N 4 -(6-methoxy-8-quinolinyl) 1 ,4-pentanediamine, acide 
quininique, acide quinoline carboxylique, acide pterolque, acide nicotinique, 
acide quinolinique, 
et dans lequel 

35 - la fonction NH3" 1 " eventuelle, libre des susdits residus (par exemple 

histidine) peut etre egalement substituee par une molecule qui constitue un signal 
de reconnaissance reconnu par un recepteur membranaire cellulaire, 
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sous reserve que l 1 ensemble des fonctions NH3 + libres soit d'au mo ins 30% du 
nombre des motifs monomeres du squelette polymerique du susdit conjugue 
polymer ique. 

6. Complexe selon Tune des revendications 1 a 5, entre au moins un acide 
nucleique (charge negativement) et au moins un conjugue polymerique charge 
positivement, la liaison entre Y acide nucleique et le conjugue polymerique etant 
de nature electrostatique, le conjugue polymerique contenant un polymere forme 
de motifs monomeres portant des fonctions NH3 + libres, notamment des 
residus de lysine ou d' ornithine, et etant tel que : 

- les fonctions NH3 + libres des susdits motifs monomeres sont substituees 
dans un rapport d'au moins 10%, avantageusement d' environ 15% a environ 
45 % , notamment de 35 % , par des residus entrainant en milieu faiblement acide 
une destabilisation des membranes cellulaires, 

- les susdits residus possedant en outre les proprietes suivantes : 

. ils component un noyau imidazole, 

. ils peuvent comporter au moins une fonction NH3 + libre, 
. ils ne sont pas actifs en tant que signal de reconnaissance, 

- les fonctions NH3+ libres restantes des susdits motifs monomeres etant 
egalement substituees a raison d' environ 1% a environ 60% par une molecule 
qui constitue un signal de reconnaissance reconnu par un recepteur membranaire 
cellulaire, ce signal de reconnaissance ayant une masse moleculaire inferieure a 
5000, ce signal de reconnaissance pouvant etre present a raison d'une molecule 
pour environ 200 motifs du conjugue polymerique ou d' environ 60 molecules 
pour environ 200 motifs du conjugue polymerique, 

sous reserve que l 1 ensemble des fonctions NH3+ libres soit d'au moins 30% du 
nombre des motifs monomeres du squelette polymerique du susdit conjugue 
polymerique. 

7. Complexe selon Tune des revendications 1 a 3, dans lequel le polymere 
contient un groupement polymerique de formule (I) suivante : 

NH CH C 

I II 
(CH 2 ) n O 

i 

R 



(I) 



P 
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dans laquelle : 

- p est un nombre entier variant de 15 a 900, de preference de 100 a 300, 

- n est un nombre entier variant de 1 a 6, et vaut de preference 4, 

- ce groupement polymerique contient des radicaux R parmi lesquels : 

. 10% a 45% du nombre de radicaux R representant un residu 
comportant un noyau imidazole et eventuellement une fonction NH3+ libre, 
notamment un residu histidyle, R pouvant etre represente par la formule : 

N ,— CH 2 - CH - CO- NH - 




la fonction NH3 + eventuelle des susdits residus pouvant etre egalement 
substituee par une molecule qui constitue un signal de reconnaissance, 

. 10% a 90% du nombre de radicaux R, representant les tu-amino 
NH3 + libres, et etant eventuellement substitue a raison de 0 a 50% par une 
molecule qui constitue un signal de reconnaissance, notamment a raison de 0 a 
60, avantageusement de 1 molecule pour environ 200 motifs, ou a raison de 2 a 
100, avantageusement de 50 molecules pour environ 200 motifs, et/ou 

. R pouvant en outre etre constitue de 0 a 45% par un groupe NH- 
CO-(CHOH) m -Ri, notamment un reste dihydroxypropionoylamido, 
erythronoylamido, threonoylamido, ribonoylamido, arabinoylamido, 
xylonoylamido, lyxonoylamido, gluconoylamido, galactonoylamido, 
mannonoylamido, glycoheptonoylamido, glycooctonoylamido, m est un nombre 
entier de 2 a 15, de preference de 2 a 7, Ri represente H ou un radical alcoyle 
de 1 a 15 atomes de carbone, notamment CH3, ces radicaux pouvant etre 
substitues par une molecule qui constitue un signal de reconnaissance, sous 
reserve que 1* ensemble des fonctions NH3+ libres soit d f au moins 30% du 
nombre des motifs monomeres du squelette polymerique du susdit conjugue 
polymerique. 

8. Complexe selon la revendication 4, dans lequel le poly mere 
comprend un groupement polymerique de formule (II) suivante : 
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NH CH C 

* I II 
(CM 2 ) 4 C) 



dans laquelle : 

- p a les significations indiquees dans la revendication 4, 

- 10% a 45% du nombre de radicaux R representent un residu comportant 
un noyau imidazole et eventuellement une fonction NH3 + libre, notamment un 
residu histidyle, R pouvant etre represents par la formule 



NH 



+ 



CH 2 - CH - CO- NH - 



N' 



les fonctions NH3 + des susdits residus pouvant etre egalement substitutes par 
une molecule qui constitue un signal de reconnaissance, 

- le reste des radicaux, c'est-a-dire 30% a 90% du nombre de radicaux R, 
representant les tn-amino NH3 + , et de 0% a 45% des radicaux R pouvant etre 
substitues par une molecule qui constitue un signal de reconnaissance reconnu 
par un recepteur membranaire cellulaire, 

sous reserve que 1' ensemble des fonctions NH3 + libres soit d'au moins 30% du 
nombre de motifs monomeres du squelette polymerique du susdit conjugue 
polymerique. 
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9. Complexe selon Tune des revendications 1 a 5, caracterise en ce que le 
signal de reconnaissance est choisi parmi: 

A) - des osides simples ou complexes reconnus par des lectines 
membranaires, et choisis parmi: 

a. Asialo-oligoside de type triantennaire lactosamine: recepteur 
d ' asialogly coproteine 

Galp 4GlcNAcP 2 

Galp 4GlcNAcp 4 

Gaip 4GlcNAcp 2 

b. Asialo oligoside de type lactosamine tetraantennaire: recepteur 
d ' asialogly coproteine 

Galp 4GlcNAcp 6 

Galp 4GlcNAcp 2 

Galp 4GlcNAcP 4 

Galp 4GIcNAcP 2 

c. Lewis x: LECAM 2/3 



Mana 6. 



Manp 4GlcNAcp 2 4GlcNAcp 



Mana V 



Mana 6 



Manp 4GlcNAcp 4GlcNAcp 



Mana 3' 



Gaip 4^ 

GlcNAcp 3Gaip -> 

Fuca 3 



d. Lewis x sialyl: LECAM 3/2 
Neu5Aca3Galp 4^ 



GlcNAcp 3Gaip 

Fuca 3 
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e. Derive de Lewis x sulfate (HNK1): LECAM 1 



(SO3-) 3Glc UAp 3Gaip 4. 



Fuca 3 - 



GlcNAcP 3Gaip 4Glc 



f. Oligomaiuioside: recepteur du mannose 
Mana 2Mana 6. 



\ 



Mana 6 < 



Mana 3 



/ 



Manp 4GlcNAcp 4GlcNAcp 



Mana 2Mana — Mana 3 ' 



g. Oligomannoside phosphoryle: recepteur de mannose 6 phosphate 



(HP0 3 -)6. 
Mana 2 

(HPO3-) 6 
Mana 2 



Mana 6 ■ 
Mana 3' 

Mana 2- 



Mana 6 



Manp 4GlcNAcp 4GlcNAcp 



Mana 3 



h. Oligosaccharide de type lactosamine sulfate: recepteur de GalNAc 4 
sulfate 



(SO3-) 4GlcNAcp 4GlcNAcp 2Mana 6 . 



(SO3-) 4GlcNAcp 4GlcNAcp 2Mana 3- 



Manp 4GlcNAcp 4GlcNAcp 



B) des peptides 

a) peptides anti-inflammatoires ou certains de leurs fragments reconnus par 
des recepteurs de la paroi vasculaire, tels que 

- polypeptide vasodilatateur intestinal (VIP) 

HSDAVFTDNYTRLRKQMAVKKYLNSILN-NH2 

- polypeptide atrial natriuretique (ANP) 
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SLRRSSCFGGRMDRIGAQSGLGCNSFRY 

- lipocortine 
HDMNKVLDL 

- bradykinine 
RPPGFSPFR; 

b) peptides ligands des integrines, tels que les peptides contenant la 
sequence RGD, ligand de la fibronectine; 

c) facteurs chimiotactiques, tels que les formyl peptides et leurs 
antagonistes: FMLP, (N-formyl-Met-Leu-Phe); 

d) hormones peptidiques tels que 

l'a-MSH: Ac-SYSMEHFRWGKPV-NH 2 et leurs antagonistes, 

C) Metabolites naturels tels que: 

- la biotine, 

- la carnitine. 

- le tetrahydrofolate et l'acide folique pouvant etre a la fois un signal de 
reconnaissance vis-a-vis de certaines cellules possedant les recepteurs appropries 
et un destabilisateur des membranes cellulaires. 

10. Complexe selon Tune des revendications 1 a 6, caracterise en ce que 
l'acide nucleique peut etre choisi parmi: 

a) des genes marqueurs, tels que 

- genes contenant la lucif erase, 

- proteine verte de la meduse Aequarea victoria, 

- genes contenant la (3-galactosidase, 

- genes contenant la chloramphenicol acetyl transferase, 

- genes conferant la resistance a un antibiotique, tels que 
rhygromycine, la neomycine etc.; 

b) des genes a visee therapeutique, tels que 

- recepteurs des lipoproteins de faible densite, deficient dans les cas 
d 1 hypercholester olemie , 

- facteurs de coagulation: facteurs VIII et IX, 

- phenylalanine-hydroxylase (phenylcetonurie), 

- adenosine desaminase (immunodeficience ADA), 

- enzymes lysosomiques, telles que la p-glucosidase dans le cas de la 

maladie de Gaucher, 

- dystrophine et minidistriphine (myopathic), 

- tyrosine hydroxylase (Parkinson), 
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- facteurs de croissance des neurones (Alzheimer), 

CFTR cystic-fibrosis transmembrane conductance regulator 
(mucoviscidoses 

- alpha 1-antitrypsine, 

- cytokines (interleukines, TNF facteur de necrose des tumeurs), 

- thymidine kinase du virus Herpes simplex, 

- proteines du MHC, systeme majeur d'histocompatibilite, en 
particulier les HLA-B7, 

- cytosine desaminase, 

- genes codant pour des ARN sens et antisens, 

- genes codant pour des ribozymes, 
c) des genes a visee vaccinale 

- genes codant pour des antigenes viraux (vaccination), par exemple: 
gene codant pour la nucleoproteine du virus de la grippe. 

11. Complexe selon Tune des revendications 1 a 7, dans lequel: 

- le polymere, notamment la polylysine presente un degre de 
polymerisation d ! environ 15 a environ 900, de preference 200, 

- les fonctions NH3 + libres des motifs lysine etant substitutes dans un 
rapport de 35% par des residus histidyle et eventuellement par une molecule 
constituant un signal de reconnaissance pour 1 a 50 residus de lysine lorsque 
ladite molecule signal possede une affmite d'au moins 10^ 1 mole~l vis-a-vis du 
recepteur de la cellule que le complexe doit cibler ou eventuellement par 20 a 
100 molecules de signal de reconnaissance pour 200 residus de lysine lorsque 
ladite molecule signal possede une affmite inferieure a 10 5 1 mole'* vis a vis du 
susdit recepteur, 

- Tacide nucleique presente une masse moleculaire d f environ 10^ a 
environ 10 8 , et notamment de 3.10 6 a 30. 10 6 , 

- le rapport entre le nombre moyen de paires de base de l'acide 
nucleique par molecule de motif de monomere, notamment la lysine est 
d f environ 0,2 a environ 6, de preference d'environ 0,4 a environ 0,6. 

12. Conjugue polymerique charge positivement, contenant des motifs 
portant des fonctions NH3+ libres, et etant tel que : 

- les fonctions NH3 ~*~ libres des susdits motifs monomeres sont substitutes 
dans un rapport d'au moins 10%, avantageusement d'environ 15% a environ 
45%, notamment de 35%, ce rapport etant determine par exemple par resonance 
magnetique nucleaire, par des residus entrainant en milieu faiblement acide une 
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destabilisation des membranes cellulaires, notamment la membrane des vesicules 
d'endocytose, 

- les susdits residus possedant en outre les proprietes suivantes : 

. ils comportent un groupe fonctionnel leur permettant d'etre fixes au 
susdit poly mere, 

. ils ne sont pas actifs en tant que signal de reconnaissance reconnu 

par un recepteur membranaire cellulaire, 

. ils peuvent comporter au moins une fonction NH3+ libre, 

- les fonctions NH3 + libres des susdits motifs monomeres pouvant etre 
egalement substitutes par des residus non charges entrainant une diminution des 
charges positives par rapport au meme conjugue polymerique non substitue, 
facilitant le relargage de l'acide nucleique par la dissociation du complexe, 

- les susdits residus non charges possedant en outre les proprietes 
suivantes: 

. ils comportent au moins un groupe hydroxyle, 

. ils ne sont pas actifs en tant que signal de reconnaissance reconnu 

par un recepteur membranaire cellulaire, 

. les groupes hydroxyles des susdits residus non charges pouvant etre 
substitues par au moins une molecule qui constitue un signal de 
reconnaissance reconnu par un recepteur membranaire cellulaire, 

- des molecules constituant un signal de reconnaissance reconnu par un 
recepteur membranaire cellulaire etant eventuellement presents : 

. soit par substitution de certaines des fonctions NH3+ libres 
des susdits motifs monomeres (par exemple 8-NH3+ des lysines), 

. soit sur certains des susdits residus non charges entrainant une 
diminution de charge (par exemple gluconoyle), et notamment sur les 
groupes hydroxyles des susdits residus non charges, entrainant une 
diminution de charge, 

. soit sur certains des susdits residus entrainant une 
destabilisation des membranes cellulaires (par exemple imidazole 
acetyl), 

. soit par substitution de la fonction NH3 + eventuelle, libre des 
susdits residus entrainant une destabilisation des membranes 
cellulaires (par exemple histidine), 
sous reserve que Tensemble des fonctions NH3 + libres soit d'au moins 30% du 
nombre des motifs monomeres du squelette polymerique du susdit conjugue 
polymerique. 
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13. Conjugue polymerique selon la revendication 12, et tel que defini 
selon Tune des revendications 2 ou 3, ou contenant un groupement polymerique 
de formule selon Tune des revendications 4 ou 5. 

14. Utilisation d'un complexe selon Tune des revendications 1 a 11, ou 
d'un conjugue selon Tune des revendications 12 ou 13, pour la transfection in 
vitro, ex vivo ou in vivo de cellules a l'aide d'un gene, notamment ceux definis a 
la revendication 6. 

15. Utilisation d'un complexe ou d'un conjugue selon la revendication 11, 
caracterise en ce que les cellules sont choisies parmi: 

- des cellules souches hematopoietiques; 

- des cellules dendritiques, 

- cellules du foie; 

- cellules des muscles squelettiques; 

- cellules de la peau: 

. fibroblastes, 

. keratinocytes, 

. cellules dendritiques, 

. melanocytes. 

- cellules des parois vasculaires; 

. endothelials; 

. musculaires lisses; 

- cellules epitheliales des voies aeriennes; 

- cellules du systeme nerveux central; 

- cellules cancereuses; 

- cellules du systeme immunitaire, telles que des lymphocytes, des 
macrophages, des cellules NK etc... 

16. Methode de transfection in vitro ou ex vivo, caracterisee en ce que Ton 
met en presence un complexe, selon Tune quelconque des revendications 1 a 11, 
dans un milieu contenant des cellules a transfecter, dans des conditions telles 
qu'il y a: 

- passage du complexe a partir du milieu dans le cytoplasme des 

cellules, 

- relargage de l'acide nucleique implique dans le susdit complexe dans 
le cytosol et/ou le noyau des cellules, 
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- transcription et expression de l'acide nucleique dans les cellules 
transferees 

- expression de la proteine correspondant au gene transfecte. 

17. Composition pharmaceutique, caracterisee en ce qu'elle comprend a 
titre de substance active, Tun au moins des complexes selon Tune quelconque 
des revendications 1 a 11, ou Tun au moins des conjugues selon Tune des 
revendications 12 ou 13, en association avec un vehicule pharmaceutiquement 
acceptable. 

18. Utilisation d ! un complexe selon Tune des revendications 1 a 11, ou 
d'un conjugue selon Tune des revendications 12 ou 13, pour la preparation d'un 
medicament destine par exemple au traitement de deficience metabolique 
congenitale ou acquise, ou au traitement de tumeurs, ou pour la preparation d'un 
vaccin, par exemple vaccin contre la grippe. 

19. Trousse ou kit comprenant: 

- un conjugue polymerique selon Tune des revendications 12 ou 13, tel que 
la polylysine, substitute par un residu entrainant en milieu faiblement acide une 
destabilisation des membranes cellulaires, ce conjugue polymerique etant apte a 
comporter eventuellement un signal de reconnaissance, lequel est prealablement 
fixe ou non sur le susdit conjugue polymerique, ledit signal de reconnaissance 
etant fonction de la cellule a cibler, 

- eventuellement un plasmide contenant au moins un gene a transferer, et 
eventuellement le systeme de regulation de 1' expression du susdit gene, 

- des reactifs permettant la fixation eventuelle du signal de reconnaissance 
sur le susdit conjugue polymerique, 

- des reactifs permettant la formation d'un complexe selon Tune des 
revendications 1 a 11, ou entre le conjugue polymerique et le gene a transferer, 
ou entre le conjugue polymerique et un plasmide contenant le gene a transferer, 

- des reactifs permettant la transfection de la cellule par le susdit 
complexe. 
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